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Nevrodegenerativne spremembe nastanejo zaradi seštevka številnih patoloških procesov. 
Eden izmed njih je povečana aktivnost lizosomalnega proteolitskega sistema, med njimi 
tudi cisteinskih katepsinov, kar vodi do propada nevronov in razvoja nevrodegenerativnih 
bolezni kot je Parkinsonova bolezen (PB). Pri PB pride do napredne izgube 
dopaminergičnih nevronov v črnem jedru. Zaradi vpletenosti cisteinskih katepsinov, pri 
razvoju nevrodegenerativnih bolezni, med njimi tudi katepsina X, so njihovi sintezni 
zaviralci potencialne zdravilne učinkovine pri načrtovanju strategij zdravljenja PB. V 
magistrski nalogi smo se zato osredotočili na ovrednotenje delovanja specifičnih sinteznih 
reverzibilnih zaviralcev katepsina X, in sicer Z7 in Z9 na celičnem modelu PB. Pri tem 
smo uporabili nevronske celice SH-SY5Y, katerih propad smo spodbudili z uporabo 
nevrotoksina 6-OHDA. Ugotovili smo, da zaviralca Z7 in Z9 nista toksična za celice SH-
SY5Y pri nižjih koncentracijah (5 in 10 µM), medtem ko pri višjih izkazujeta manjši 
toksični vpliv. Zaviralca v nižjih koncentracijah tudi ne izkazujeta vpliva na porušenje 
mitohondrijskega membranskega potencial. Tako smo določili najvišjo še ne toksično 
koncentracijo obeh zaviralcev, ki smo jo uporabili za nadaljnje poskuse. S pomočjo 
ustrezne koncentracije 6-OHDA smo postavili celični model PB, pri čemer se je 
koncentracija 200 µM izkazala kot optimalna za postavitev modela. Na postavljenem 
celičnem modelu nevrodegeneracije smo nadalje ovrednotili zaščitno delovanje zaviralcev 
Z7 in Z9 za celice SH-SY5Y pri koncentraciji 10 µM po izpostavitvi le-teh nevrotoksinu 
6-OHDA. Ugotovili smo, da s pred-tretiranjem celic z zaviralcema pride do manjšega 
števila mrtvih in apoptotičnih celic ter do blažjega porušenja mitohondrijskega 
membranskega potenciala v primerjavi s celicami, ki smo jih stimulirali samo s 6-OHDA. 
Tovrstne zaščitne učinke sta izkazovala oba zaviralca. Hkrati smo pokazali, da zaviralca 
Z7 in Z9 zmanjšata povišano aktivnost kaspaze-3 v s 6-OHDA-stimuliranih celicah SH-
SY5Y, pri čemer se je zaviralec Z9 izkazal za učinkovitejšega. Izsledki eksperimentalnega 
dela tako nakazujejo na zaščitno delovanje zaviralcev Z7 in Z9 na 6-OHDA celični model 
procesa nevrodegeneracije in propada nevronskih celic. Zaviralca zato predstavljata 
potencial za razvoj novih terapevtsko uporabnejših učinkovin za zdravljenje 
nevrodegenerativnih bolezni, kot je PB.  
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Neurodegenerative changes occur due to contribution of many pathological processes. One 
of them causes increased lysosomal proteolytic activity, among them also increased 
activity of cysteine cathepsins, which leads to neuronal degeneration and development of 
neurodegenerative disorders such as Parkinson’s disease (PD). In case of PD, advanced 
loss of dopaminergic neurons in substantia nigra is present. Because of the involvement of 
cysteine cathepsins, including cathepsin X, in the development of neurodegenerative 
disorders, their synthetic inhibitors are seen as potential substances in the development of 
the PD treatment strategy. Therefore, in the master’s thesis, we concentrated on the 
evaluation of action of the specific synthetic reversible inhibitors of cathepsin X (Z7 and 
Z9) using the cell model of PD. We used neuron-like SH-SY5Y cells, whose degeneration 
was induced with neurotoxin 6-OHDA. We found out that inhibitors Z7 and Z9 are not 
toxic for SH-SY5Y cells at lower concentrations (5 and 10 µM), while small toxic 
influence was seen at higher concentrations. Moreover, both inhibitors Z7 and Z9 at lower 
concentrations did not affect a mitochondrial membrane potential of cells. In this way, the 
highest non-toxical concentration of both inhibitors was established, which was further 
used for the experiments. For the inhibitors evaluation cell model of PD was established 
with the use of adequate concentration of 6-OHDA, where 200 µM concentration showed 
an optimal toxic effect on SH-SY5Y cells. On the established cell model of 
neurodegeneration we further evaluated protective effects of inhibitors Z7 and Z9 at 10 µM 
concentration on 6-OHDA-induced toxicity of SH-SY5Y cells. We found, that 
pretreatment of cells with inhibitors leads to lower proportion of death and apoptotic cells 
as well as a milder mitochondrial membrane potential destruction was observed in 
comparison to 6-OHDA-treated cells. These effects were showed for both inhibitors. 
Additionally, both inhibitors Z7 and Z9 have been shown to reduce the increased activity 
of caspase-3 in 6-OHDA-stimulated SH-SY5Y cells, with the Z9 inhibitor being more 
effective. The experimental findings of this master’s thesis indicate the protective action of 
componuds Z7 and Z9 against the induced degenerative processes and loss of neuron cells. 
Therefore, the cathepsin X inhibitors represent a great potential for the development of 
new therapeutically useful agents for the treatment of neurodegenerative diseases such as 
PD.  
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KLJUČNE BESEDE (angl. Keywords) 
Parkinsonova bolezen »angl. Parkinson's disease« 
6-hidroksidopamin »angl. 6-Hydroxydopamine« 
Nevroblastomske celice SH-SY5Y »angl. Neuroblastoma cells SH-SY5Y« 
Katepsin X »angl. Cathepsin X« 
Zaviralci katepsina X »angl. Cathepsin X inhibitors« 
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6-OHDA  6-hidroksidopamin (angl. 6-hidroxydopamine) 
AB Alzheimerjeva bolezen 
Ac-DEVD-AFC N-acetil-Asp-Glu-Val-Asp-7-amido-trifluorometilkumarin (angl. N-
aetyl-Asp-Glu-Val-Asp-7-amido-4-trifluoromethylcoumarin) 
aDMEM osnovno gojišče za celične kulture (angl. Advanced Dulbecco's 
Modified Eagle Medium) 
AFC 7-amino-4-fluorometilkumarin  
(angl. 7-Amino-4-trifluoromethylcoumarin) 
ALS   amiotrofična lateralna skleroza (angl. amyotrophic lateral sclerosis) 
ATP   adenozintrifosfat (angl. adenosine triphosphate) 
BSA   goveji serumski albumin (angl. bovine serum albumin) 
CHAPS 3-[(3-holamidopropil)dimetilamonijev]-1-propan sulfonat (angl. 3-
[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propranesulfonate) 
CŽS centralni živčni sistem  
DC   združljivo z detergentom (angl. detergent compatible) 
DMSO  dimetilsulfoksid (angl. dimethyl sulfoxide) 
DNK   deoksi-ribonukleinska kislina 
DTT   ditiotreitol (angl. dithiothreitol) 
EDTA etilendiaminotetraocetna kislina (angl. ethylenediaminetetraacetic 
acid) 
FBS   fetalni goveji serum (angl. fetal bovine serum) 
FITC   fluorescein izotiocianat (angl. fluorescein isothiocyanate) 
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HB   Huntingtonova bolezen 
JC-1 5',6,6'-tetrakloro-1,1',3,3'-tetraetilbenzimidazolilkarbocianin jodid 
(angl. 5',6,6'-tetrachloro-1,1',3,3'-tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine 
iodide) 
LAF   laminarni pretok zraka (angl. laminar air flow) 
LDH   laktat dehidrogenaza (angl. lactate dehydrogenase) 





NADH nikotinamid adenin dinukleotid (angl. nicotinamide adenine 
dinucleotide) 
obr/min  obrati na minuto 
PB   Parkinsonova bolezen 
PBS   fosfatni pufer z NaCl (angl. phosphate buffered saline) 
PEG   polietilen glikol (angl. polyethylene glycol) 
PI   propidijev jodid (angl. propidium iodide) 
PIPES piperazin-N,N'-bis(2-etansulfonska kislina) (angl. piperazine-N,N'-
bis(2-ethanesulfonic acid) 
ROS   reaktivne kisikove zvrsti (angl. reactive oxygen species) 
SD   standardna deviacija (angl. standard deviation) 
SFM   brez-serumsko gojišče (angl. serum-free medium) 
SH-SY5Y  nesmrtna celična linija celic perifernega živčevja 
SK-N-SH  nevroblastomska celična linija 
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SNc   kompaktni del črnega jedra (angl. substantia nigra pars compacta) 
TH   tirozin hidroksilaza (angl. tyrosine hydroxylase) 
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Kratica Oznaka Aminokislina 
Arg  R  arginin 
Asp  D  aspartat, asparaginska kislina 
Cys  C  cistein 
Gln  Q  glutamin 
Glu  E  glutamat, glutaminska kislina 
Gly  G  glicin 
His  H  histidin 
Ile  I  izolevcin 
Lys  K  lizin 
Phe  F  fenilalanin 
Pro  P  prolin 
Tyr  Y  tirozin 
Val  V  valin 
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Nevrodegeneracija je proces napredujoče izgube oziroma smrti nevronov ali njihove 
funkcije in vodi do bolezenskih sprememb, ki so značilne za nevrodegenerativna obolenja. 
Mednje v glavnem prištevamo Alzheimerjevo bolezen (AB), Parkinsonovo bolezen (PB), 
Huntingtonovo bolezen (HB) in amiotrofično lateralno sklerozo (ALS). Za potek 
nevrodegenerativnih sprememb, ki vodijo do tovrstnih stanj, so odgovorni številni 
patološki procesi, kot so oksidativni stres, programirana celična smrt, motnje v ubikvitin-
proteasomskem in lizosomskem sistemu ter vnetje centralnega živčnega sistema (CŽS). 
Zadnje raziskave nakazujejo na pomembno vlogo povečane aktivnosti lizosomalnega 
proteolitskega sistema, med njimi tudi skupine cisteinskih katepsinov, pri spodbujanju 
nevrodegeneracije. (1,2) Do delovanja pride preko spodbujanja sproženja procesa 
apoptoze, ki je programirana celična smrt, okarakterizirana s kondenzacijo jedrskega 
kromatina, mehurčkastim nabrekanjem membrane in izpostavitev fosfatidinserinskih 
ostankov na plazemski membrani. Slednje vodi do propada nevronov v območjih 
možganov, specifičnih za posamezno bolezen. (3) 
Pomembno vlogo pri procesu nevrodegeneracije predstavlja tudi vnetje. (4) Pri 
vnetju pride do aktivacije mikroglije, katerih celice sprostijo vnetne mediatorje v okolico 
nevronov. Pride do povečane fagocitozne aktivnosti in intenzivnejše sinteze pro-vnetnih 
molekul, kot so kemokini, citokini, reaktivne kisikove zvrsti (ROS) in dušikov oksid. (5) 
Poveča se tudi proteolitična aktivnost in izločanje lizosomskih proteaz, med njimi tudi 
cisteinskih katepsinov. Ugotovljeno je bilo, da so za propad nevronov, pri z vnetjem 
povzročeni nevrodegeneraciji, odgovorni prav katepsini, sproščeni iz aktivirane mikroglije. 
(6) 
1.1.1 Nevrodegenerativne bolezni 
Nevrodegenerativne bolezni imajo kar nekaj skupnih značilnosti, vendar se med sabo tudi 
razlikujejo. Ena izmed skupnih značilnosti je ta, da zanje še zdaj ne obstaja zdravilo, ki bi 
te bolezni pozdravilo. Kot omenjeno, so najbolj znane nevrodegenerativne bolezni PB, AB, 
HB in ALS. Vse te povzročajo dolgotrajno trpljenje tisočih pacientov in nazadnje jih 
pripeljejo do smrti. Pri njih pride do patoloških sprememb v nekaterih predelih možganov, 
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odvisno od disfunkcije in degeneracije posameznih nevronov. (7) Ključne značilnosti 
vsake izmed teh bolezni so navedene v nadaljevanju. 
AB je kronična napredna nevrodegenerativna bolezen, za katero so značilne 
nevrodegenerativne spremembe v možganih, ki jih imenujemo amiloidni plaki in 
nevrofibrilarne pentlje. Pri AB so v ospredju znaki demence. Pri bolezni pride tudi do 
motenj drugih spoznavnih funkcij, kot so pozornost, razumevanje jezika in govora, vidno-
prostorske sposobnosti, prepoznavanje, razumska presoja in računanje. Pojavijo se tudi 
nevropsihiatrični simptomi, kot so depresija, halucinacije, blodnje, prekomerna vzburjenost 
in nespečnost. Pride lahko tudi do izgube sposobnosti za samostojno življenje zaradi težav 
pri prehranjevanju, skrbi za osebno nego, oblačenju in vožnji avtomobila. (8) Pri AB pride 
tudi do skrčitve večjega dela možganov, kar je razvidno na sliki 1.1. (9) 
 
Slika 1.1: Zdravi možgani v primerjavi z možgani bolnika z AB (9) 
Pri hudi AB pride do skrčitve večjega dela možganov. Možgani bolnikov s hudo AB (desna stran 
slike) so v primerjavi z možgani zdravih ljudi (leva stran slike) močno zmanjšani. 
 
HB je dedna nevrodegenerativna bolezen, ki se kaže v napredujočih motoričnih, 
kognitivnih in psihiatričnih simptomih. Motorični znaki se kažejo v obliki nehotenih gibov 
(horea) in neusklajenosti delovanja okončin in rok. Kognitivni simptomi se kažejo kot 
težave pri opravljanju več del hkrati, koncentraciji in kratkoročnemu spominu. Planiranje, 
organizacija časa, misli in aktivnosti postanejo vedno težje. Pri bolnikih se lahko razvijejo 
depresija, obsesivno kompulzivne bolezni, anksioznost in apatija, kar je le nekaj 
psihiatričnih simptomov HB. Slednja povzroča tudi metabolične simptome, kot so izguba 
teže zaradi katabolizma, endokrina disfunkcija in motnje spanja. (10–12) Slikovne 
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obdelave in študije »post-mortem« so pokazale, da je HB okarakterizirana s cerebralno 
atrofijo. (13) Do sprememb pride zaradi nevrodegeneracije, ki so najbolj vidne v striatumu 
in se v naslednjih stopnjah bolezni razširijo na možgansko deblo. (10) 
ALS je nevrodegenerativna bolezen, ki se kaže kot degeneracija zgornjih 
motoričnih nevronov, t. i. nevronov, ki potekajo preko možganske skorje do možganskega 
debla ter do hrbtenjače, in spodnjih motoričnih nevronov, t. i. nevronov, ki potekajo preko 
možganskega debla ali hrbtenjače do mišic. Ta privede do različnih simptomov, ki so 
prikazani na sliki 1.2. (14,15) Pri večini pacientov je mehanizem razvoja ALS slabo 
pojasnjen, čeprav gre pri podskupini bolnikov za družinsko bolezen, ki temelji na mutaciji 
genov z različnimi vlogami pri funkciji nevronov. (15) 
 
Slika 1.2: Klinični znaki pri ALS (15) 
Najpogostejše težave, s katerimi se soočajo bolniki z ALS, so kognitivna in vedenjska oviranost, 
disfagija in disartrija. Pogoste težave so tudi respiratorna insuficienca in težave z mišicami, ki se 
kažejo v obliki mišičnih krčev, atrofije, spastičnosti in oslabljenostjo mišic. 
 
PB je nevrodegenerativna bolezen, ki prizadene bazalne ganglije. Zanjo je značilna 
izrazita izguba dopaminskih nevronov v kompaktnem delu črnega jedra (SNc) in z njim 
povezan znižan nivo dopamina v striatumu. Vzrok nastanka in napredovanja PB ostaja 
nepojasnjen, v zadnjem času pa izsledki raziskav bolezen povezujejo s prekomerno 
proteolitično aktivnostjo cisteinskih katepsinov, med njimi tudi aktivnostjo katepsina X, 
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1.1.2 Parkinsonova bolezen 
PB je napredujoča nevrodegenerativna bolezen, ki se kaže v prizadetosti motorične 
funkcije v obliki bradikinezije, tremorja med mirovanjem, rigidnosti ter težavami pri hoji 
in stabilnosti. Pojavijo se tudi težave, ki niso motorične narave, npr. demenca, depresija, 
značilnosti psihoze, avtonomna disfunkcija in težave pri vohu oziroma vidu. (17) 
Patološko se PB kaže s prisotnostjo Lewyjevih telesc, ki so citoplazemski vključki 
sestavljeni iz agregiranega α-sinukleina. (18,19) Kot je bilo pokazano, α-sinukleinski 
agregati in Lewyjeva telesca ne povzročajo celične smrti v večini možganskih regij. 
Najbolj verjetno povzročijo sinaptično disfunkcijo, saj so ugotovili izgubo dendritskih 
trnov v možganskih predelih z obsežno patologijo z Lewyjevimi telesci. (20) PB se 
patološko kaže tudi s selektivno izgubo dopaminergičnih nevronov v SNc. Smrt 
dopaminergičnih nevronov vodi do primanjkljaja dopamina, njegovih metabolitov (3,4-
dihidroksifenialacetata, homovanilne kisline), biosinteznih encimov (tirozin hidroksilaze) 
in dopaminskega transporterja v striatumu in SNc. (18) Črno jedro se pri bolnikih s PB tudi 
zmanjša, kar lahko vidimo na sliki 1.3. (21) 
 
 
Slika 1.3: Prikaz zmanjšanja črnega jedra pri bolnikih s PB. (21) 
Črno jedro se pri bolnikih s PB zmanjša v primerjavi s črnim jedrom zdravih ljudi. 
 
Za pojasnitev molekularnih poti nastanka disfunkcije in propada dopaminergičnih 
nevronov je bilo razvitih kar nekaj in vitro in in vivo modelov. Veliko modelov je razvitih 
z uporabo nevrotoksina 6-hidroksidopamina (6-OHDA). Ta povzroča nevrotoksičnost, ki 
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oponaša nevropatološke in biokemijske karakteristike poteka PB. Povzroča namreč 
zunajcelično avtooksidacijo in oksidativni stres, in sicer zaradi nastanka ROS. V 
dopaminergične nevrone prehaja preko dopaminskih transporterjev in aktivira celično smrt 
zaradi nastanka prostih znotrajceličnih radikalov in puščanja mitohondrijev.(22) V celici 
nastajajo citotoksični vodikov peroksid, ROS in kateholaminski kvinoni, ki napadajo 
nukleofilne skupine znotraj celice. (23) V eni izmed študij poročajo tudi o vplivu 6-OHDA 
na nastanek mitohondrijske disfunkcije, aktivacijo kaspaz 3/7, jedrno fragmentaciji in 
apoptozo. (22) 
Veliko študij nakazuje na obstoj še mnogih drugih dejavnikov, ki povečajo tveganje 
za razvoj PB. Dokazano je, da je eden izmed močnejših dejavnikov progresivno vnetje. (6) 
Vpliv na razvoj PB imajo tudi okoljski dejavniki, kot so pitje vode iz vodnjaka, 
izpostavljenost pesticidom, herbicidom, industrijskim kemikalijam in kmetovanje ter 
življenje v ruralnem okolju. (24) Napredek na področju humane genetike je omogočil 
identifikacijo genov povezanih z razvojem redke oblike družinske PB. (25) Pri osebah s 
»parkinsonizmom« so v črnem jedru odkrili tudi povečano lipidno peroksidacijo, 
zmanjšano količino glutationa in povečano količino železa ob zmanjšani koncentraciji 
feritina. (26) Pri pacientih s sporadično PB so ugotovili tudi zastaranje proteasomske 
funkcije, kar bi lahko bil eden izmed prispevajočih dejavnikov za razvoj PB. (27) 
Za preučevanje molekularnih poti nastanka PB in iskanje potencialnih tarč za 
zdravljenje so razvili številne celične modele, nekatere bomo podrobneje predstavili v 
naslednjem poglavju. 
1.1.3 Modeli za preučevanje Parkinsonove bolezni 
Za preučevanje PB se uporabljajo in vitro ter in vivo celični modeli. In vitro modeli 
ponazarjajo dve najbolj poglavitni možganski spremembi, najdeni pri bolnikih s PB, in 
sicer degeneracijo dopaminergičnih nevronov ter pojav proteinskih agregatov sestavljenih 
v večji meri iz α-sinukleina. Prednosti in vitro modelov so njihov dokaj enostavni pristop, 
možnost testiranja v večjem obsegu v krajšem času, cenovno dostopnejši ter manj etičnih 
in regulatornih zahtev. Slabost teh modelov pa je, da le delno ponazarjajo potek PB zaradi 
dveh razlogov. Kot prvo, ne vemo, kaj povzroči sporadično PB, zato z njimi ne moremo v 
popolnosti ponazoriti patogeneze PB. Poleg tega hočemo model, ki za razliko od PB, 
razvije patološke značilnosti hitro in zanesljivo. Zaradi teh dveh razlogov se učinkovit in 
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vitro model razlikuje od PB v kritičnih vidikih. In vitro modeli zato lahko predstavljajo 
vidike PB le na področju obnašanja in električne aktivnosti posameznih celic in/ali 
molekul. Za boljše ponazarjanje poteka PB so zato bolj primerni in vivo modeli. Z njimi 
tudi dobro ponazorimo patogenezo in patofiziologijo PB, saj le ti dve temeljita na 
interakcijah med posameznimi celicami. Slabosti in vivo modelov pa je zahtevnost 
postavitev modela, počasni napredek, omejenost zaradi etičnih zadržkov, heterogenost v 
stopnji bolezni med bolniki in tehnične ovire. (19) 
1.1.3.1 In vitro celični modeli degeneracije dopaminergičnih 
nevronov v SNc 
Pri PB pride do selektivne izgube nevronov v SNc, in sicer dopaminergičnih nevronov, kar 
pripelje do dopaminergičnega pomanjkanja. Za ponazoritev patologije PB zato običajno 
uporabimo modele z dopaminergičnimi ali vsaj kateholaminergičnimi celicami. (19) Zato 
sta najpogosteje uporabljeni celični liniji za postavitev in vitro celičnega modela PB 
nevroblastomska celična linija SH-SY5Y in feokromocitomska celična linija PC12. (19,28) 
SH-SY5Y je celična linija pridobljena s pomočjo biopsije metastatskega kostnega 
tumorja in je prikazana na sliki 1.4. Celice so podvrsta starševske vrste SK-N-SH, ki je bila 
trikrat subklonirana. Najprej je bila klonirana v SH-SY, potem v SH-SY5 in nazadnje do 
SH-SY5Y. Celična kultura je morfološko heterogena, saj vsebuje adherirane in 
suspenzijske celice. Večina študij za svoje izvajanje poroča o izrabi adheriranih in 
odstranitev suspenzijske populacije celic. (29) Pogostokrat uporabljena je tudi PC12 
celična linija. Pridobljena je iz mišjih feokromocitomskih celic. (30) 
Za celični liniji SH-SY5Y in PC12 velja, da proizvajata in sproščata kateholamine 
in lahko razvijeta lastnosti nevronov, vključno z nevriti. Celični liniji sta preprostejši za 
vzdrževanje kot sami primarni nevroni, do težav lahko pride samo pri diferenciaciji. Zato 
sta v praksi pogosto uporabljena modela za proučevanje molekularnih mehanizmov 
patogeneze PB in iskanje novih potencialnih tarč za preprečevanje le-te kot tudi za 
farmakološke raziskave. (19,28) 
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Slika 1.4: Diferencirane celice SH-SY5Y (29) 
Celice se ne združujejo v skupke in imajo piramidalno oblikovano celično telo (glava v obliki 
puščice). Nevriti se podaljšujejo in spominjajo na dendrite in/ali aksone.  
 
Za in vitro celične modele se uporabljajo tudi celične linije LUHMES, MN9D, in 
CSM14.1, vendar redkeje, ter primarni nevroni. (19) 
Za preučevanje mehanizma nevrodegeneracije pri PB se omenjene celične linije 
najpogosteje stimulirajo s 6-OHDA za postavitev in vitro modela nevrodegeneracije. 6-
OHDA je pogosto uporabljen selektiven dopaminergičen nevrotoksin, s katerim postavimo 
celični model z nevropatološkimi karakteristikami PB. Uničuje namreč dopaminergične 
nevrone v SNc. (31) Na takšnih modelih lahko preučujemo potencialne tarče za zdravljenje 
PB. Lahko spremljamo njihov potencialni zaščitni učinek na različnih stopnjah mehanizma 
nevrodegeneracije, in sicer vpliv na apoptozo in propad nevronov. Spremlja se aktivnost 
kaspaz, ki so odgovorne za sprožitev in izvršitev in apoptoze, nastanek ROS, spremembo 
mitohondrijskega membranskega potenciala (MMP), izražanje signalnih molekul in 
transkripcijskih faktorjev, ki so pomembni za proces apoptoze in celične smrti. Na 
tovrstnem celičnem modelu PB, torej celičnem modelu 6-OHDA so že poročali o 
povišanem izražanju in aktivnosti katepsina X v celicah SH-SY5Y, ki so jih stimulirali s 6-
OHDA. Hkrati je bil pokazan zaščitni učinek specifičnega zaviralca katepsina X na propad 
nevronskih celic, spodbujen s 6-OHDA (2)  
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1.1.3.2 In vitro celični modeli za Lewyjeva telesca  
K patogenezi PB prispevajo tudi Lewyjeva telesca in α-sinukleinski agregati. Zato so 
razvili tudi modele, ki se postavijo z umetnim ustvarjanjem agregatov v kultiviranih 
celicah. Takšni modeli so namreč zelo koristni za študije patogeneze PB in razvoj novih 
terapevtskih možnosti. (19) Za ustvarjanje agregatov se uporabljajo različne tehnike, npr. 
zaviranje razgradnje α-sinukleina (32), povečanje izgradnje nepravilno zvitega α-
sinukleina s pomočjo indukcije oksidativnega stresa z železom (33) in oslabitvijo 
mitohondrijskega delovanja ter še mnogo drugih. (19) 
1.1.3.3 In vivo modeli degeneracije dopaminergičnih nevronov v 
SNc  
Za preučevanje patogeneze PB se pogosto uporabljajo tudi in vivo modeli degeneracije 
dopaminergičnih nevronov v SNc. Eden izmed znanih modelov je 6-OHDA in vivo model. 
Gre za živalski model, ki posnema anatomske in funkcionalne značilnosti PB. Pri 
postavitvi eksperimentalnega modela je potrebno v nevrotoksični koncentraciji injicirati 6-
OHDA neposredno v možgane, saj toksin slabo prehaja krvno-možganske pregrade. 
Injicira se s pomočjo stereotaktične operacije. (34) Po injiciranju se ustvarijo lezije. 
Najpogosteje uporabljena je unilateralna lezija. 6-OHDA se v tem primeru injicira v 
področju dopaminskih celic mezencefalona in njihovih vzpenjajočih vlaken v striatumu. 
(35) Pride do uničenja nigrostriatnih dopaminskih nevronov, samo na eni strani možganov, 
medtem ko druga hemisfera predstavlja ustrezno kontrolo. Zato se tak model imenuje 
hemiparkinskonski model. (36) 
S pomočjo tako in vitro celičnih modelov kot tudi in vivo modelov 6-OHDA se 
lahko dobro proučijo mehanizmi nevrodegeneracije in najdejo potencialne tarče za 
načrtovanje strategij zdravljenja PB. Na teh modelih so se kot potenciale tarče našle tudi 
peptidaze, med njimi tudi cisteinska peptidaza katepsin X (2,4). Vrednotenje reverzibilnih 
sinteznih zaviralcev katepsina X z uporabo in vitro celičnega modela PB predstavlja 
osrednjo temo magistrske naloge. 
1.2 Proteaze 
Proteaze so skupina encimov, ki katalizirajo cepitev peptidne vezi v polipeptidni verigi. 
Delujejo z nukleofilnim napadom na karbonilni ogljik. Delimo jih na eksopeptidaze in 
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endopeptidaze. Eksopeptidaze cepijo eno ali nekaj aminokislin na N- oziroma C-
terminalnemu koncu polipeptidne verige, medtem ko endopeptidaze cepijo peptidno vez v 
notranjosti peptida. Glede na katalitični mehanizem endopeptidaze delimo na asparaginske, 
cisteinske, serinske, treoninske in metalo peptidaze. (37,38). V tej nalogi se bomo 
podrobneje osredotočili na cisteinske peptidaze oz. katepsine s poudarkom na katepsinu X. 
1.2.1 Cisteinski katepsini 
Cisteinski katepsini so največja podskupina katepsinov. Vsega skupaj jih je kar 11 
(katepsin B, C, F, H, K, L, O, S, W, V in X) in pri človeku spadajo pod klan CA, člani 
družine C1. Imajo zavarovan aktivni del, ki je sestavljen iz cisteinskih, histidinskih in 
asparaginskih ostankov v katalitični triadi. (39) Sintetizirani so kot neaktivni prekurzorji, 
ki se aktivirajo, ko pridejo v stik s kislim okoljem lizosomov. Ravno zaradi tega so bili 
prvotno označeni za znotrajcelične peptidaze, ki so odgovorne za nespecifični katabolizem 
znotrajceličnih in zunajceličnih proteinov. (40) Katepsini imajo tudi veliko drugih 
pomembnih vlog pri fizioloških kot tudi patoloških procesih. Udeleženi so v fizioloških 
procesih, kot so apoptoza, razgradnja proteinov, nevropeptidov in hormonov, sodelujejo pri 
procesu predstavitve antigenov, preoblikovanju kosti in pri diferenciaciji keratinocitov. 
Udeleženi so tudi pri patoloških procesih, in sicer pri razvoju in napredovanju tumorjev, 
vnetjih, luskavici, mišični distrofiji, aterosklerozi, revmatoidnem artritisu, osteoporozi in 
drugih kostnih boleznih, akutnem pankreatitisu in pri nevrodegeneraciji. Slednje prikazuje 
slika 1.5.  
 
Slika 1.5: Cisteinski katepsini v procesu nevrodegeneracije in nevrodegeneracije spodbujene z 
vnetjem. (6) 
Do sprememb pri izločanju katepsinov lahko pride zaradi veliko toksičnih vplivov, kar vodi do 
večje proteolitske aktivnosti, kar pripomore k poškodbi nevronov med procesom 
nevrodegeneracije. Aktivirana mikroglija izloča vnetne citokine in katepsine, ki pripomorejo k 
nevronski smrti in povečajo nevrodegeneracijo, sproženo s strani vnetja.  
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Pri degeneraciji CŽS so velikokrat poročali o povečanem izražanju ter aktivnosti 
katepsinov. Nedavne študije so pokazale, da je porušeno razmerje encimskih aktivnosti 
prvi znak staranja možganov in s staranjem povezanih bolezni. Veliko študij je nakazalo 
povezavo katepsinov B, L in S s patogenezo PB. Ugotovljeno je bilo, da so najbolj aktivne 
peptidaze v vnetnem odzivu in da imajo glavno vlogo pri nevrotoksičnih učinkih. (6) Manj 
raziskana je vloga katepsina X v procesih nevrodegeneracije, ki vodijo do nastanka PB, 
vendar pa nedavne raziskave nakazujejo na pomembno vlogo te cisteinske peptidaze na 
procese nevrodegeneracije, ki so značilne pri PB. (2,4) 
1.2.2 Katepsin X 
Katepsin X je med vsemi katepsini bil odkrit nazadnje. (41) Gre za lizosomsko cisteinsko 
peptidazo s karboksipeptidazno aktivnostjo. Za razliko od npr. katepsina B, ene izmed 
eksopeptidaz, se ne obnaša kot endopeptidaza. Katepsin X se razlikuje od ostalih človeških 
cisteinskih katepsinov v genih, aktivnosti in strukturi. (37,42) Katepsin X ima zelo kratko 
proregijo napram drugim cisteinskim katepsinom. Vsebuje samo 38 aminokislinskih 
ostankov, medtem ko jih npr. katepsin C, kar 206. Proregija vsebuje tudi cisteinski ostanek 
(Cys10p), za katerega predvidevajo, da je njegova vloga uravnavanje katalitične aktivnosti. 
Zrela oblika katepsina X vsebuje kar 11 cisteinskih ostankov, ki lahko tvorijo do pet 
disulfidnih vezi. (41) Kristalna struktura katepsina X je vidna na sliki 1.6.  
 
Slika 1.6: Kristalna struktura katepsina X (biološka oblika) (43) 
 
Katepsin X ni množično prisoten v različnih celicah in tkivih. (42) Najdemo ga 
namreč večinoma le v celicah imunskega sistema (44) in v celicah CŽS. (45) Katepsin X je 
bil najden tudi v tumorjih, imunskih celicah karcinoma prostate (46) in želodca (47) ter v 
makrofagih želodčne mukoze, predvsem po okužbi s Helicobacter pylori. (48)  
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V CŽS se katepsin X največ izraža v celicah glije, in sicer v mikrogliji in astrocitih, 
najden pa je bil tudi v nevronih in ependimalnih celicah v mišjih možganih. (49) Nivo 
izražanja katepsina X je pogojeno s starostjo, saj so pokazali povišan nivo izražanja encima 
kot tudi njegove aktivnosti v možganskih celicah, ki so bile podvržene staranju. Hkrati so 
pokazali povišan nivo katepsina X v degeneriranih možganih in v okolici amiloidnih 
plakov z uporabo transgenih miši. Višji nivo izražanja katepsina X so pokazali tudi v 
možganih pacientov z AB. (45) Na primeru mišjega modela za AB je raziskava pokazala, 
da delovanje katepsina X v celicah mikroglije zmanjša nevroprotektivno vlogo γ-enolaze v 
okolici amiloidnih plakov. (30) Glikolitični encim γ-enolaza predstavlja pomembno tarčno 
molekulo katepsina X v nevronskih celicah, saj cepitev dveh aminokislin s C-konca γ- 
enolaze s katepsinom X odpravi njeno nevrotrofično aktivnost, kar vpliva na preživetje 
nevronskih celic. (49) Katepsin X tako preko proteolitičnega delovanja spodbuja 
degenerativne procese, ki vodijo do bolezenskega stanja, kot je AB. (2,30) 
Izsledki drugih raziskav so pokazali tudi prispevek katepsina X k apoptozi celic, 
povzročeni z nevrotoksinom 6-OHDA, in sicer preko vmešavanja v mitohondrijsko pot 
apoptoze in preko modulacije signalne poti jedrnega faktorja kapa B. Zaviranje 
proteolitične aktivnosti katepsina X kot tudi zmanjšano izražanje katepsina X v nevronskih 
celicah je izkazovalo zaščitno vlogo proti 6-OHDA-posredovani toksičnosti. (2) Na 
pomembno vlogo katepsina X v apoptozi dopaminergičnih nevronov dokazujejo tudi 
izsledki in vivo raziskave. Ugotovljeno je bilo povišano izražanje katepsina X v 
dopaminergičnih nevronih črnega jedra možganov na strani lezije, povzročene s 6-OHDA 
na podganjem modelu PB (glej sliko 1.7) (16), kar dodatno potrjuje vpletenost katepsina X 
v patogeni kaskadi dogodkov pri PB.  
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Slika 1.7: Povečano izražanje katepsina X v TH-pozitivnih nevronih v SNc po s 6-OHDA 
spodbujeni leziji. (16) 
Slika prikazuje dvojno imunofluorescenčno barvanje tirozin hidroksilaze (TH) (zelena 
fluorescenca) in katepsina X (rdeča fluorescenca) v SNc pri 12 urah po injiciranju 6-OHDA v 
striatum. TH je označevalec, ki označuje dopaminergične nevronske celice. Jedra celic so 
označena z DAPI (modra fluorescenca). Vidno je, da pride v leziji do povečanega izražanja 
katepsina X v TH-pozitivnih celicah v primerjavi s kontrolo.  
 
Pokazana je bila tudi vpletenost katepsina X v vnetne procese, ki vodijo v 
nevrodegeneracijo v CŽS. Raziskave na in vitro LPS celičnem modelu so pokazale 
povišano izražanje in aktivnost katepsina X v celicah mikroglije kot tudi sproščanje le-te 
peptidaze iz celic aktivirane mikroglije, kar dodatno pripomore k smrti nevronskih celic. 
(4,50) Degenerativno vlogo katepsina X je potrdila uporaba specifičnega zaviralca 
katepsina X AMS36, ki je zaviral sproščanje pro-vnetnih dejavnikov iz aktivirane 
mikroglije in s tem zmanjšal z mikroglijo-posredovano nevrotoksičnost. (4) 
1.3 Zaviralci cisteinskih katepsinov 
Veliko patoloških in fizioloških procesov v možganih je odvisno od ravnotežja med 
cisteinskimi katepsini in njihovimi endogenimi zaviralci. Porušenje encimske aktivnosti 
naj bi povzročalo staranje možganov in razvoj nevrodegenerativnih bolezni. Katepsini so v 
CŽS namreč odgovorni za nastanek nevrotoksičnih peptidov, ki se akumulirajo v celicah, 
kot tudi za posredovanje degenerativnih procesov, ki vodijo do patogeneze 
nevrodegenerativnih bolezni. Z različnimi zaviralci katepsinov je ta proces onemogočen. 
Zniža se stopnja disfunkcije in degeneracije nevronov in s tem stopnja nevrodegeneracije. 
Eksogeni sintezni zaviralci cisteinskih katepsinov, med njimi tudi zaviralci katepsina X, 
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zato predstavljajo potencialno terapijo za zdravljenje nevrodegenerativnih bolezni, kot je 
PB. (slika 1.8.) (6) 
 
Slika 1.8: Vpliv cisteinskih katepsinov in njihovih zaviralcev na nevronske celice. (6) 
 
1.3.1 Endogeni zaviralci cisteinskih katepsinov 
Endogeni zaviralci, pomembni pri človeku, so cistatini, tiropini in serpini. (51) Glavna 
naloga predvsem cistatinov je regulacija prekomerne aktivnosti cisteinskih peptidaz v 
celicah, tkivih in telesnih tekočinah. (52) Pri nevrodegenerativnih procesih je ta funkcija 
endogenih zaviralcev oslabljena, zato pride do razvoja nevrodegenerativnih bolezni. (6) 
V literaturi so najpogosteje omenjeni endogeni zaviralci cistatini. Ti so evolucijsko 
sorodni cisteinskim peptidazam in jih najdemo v rastlinah, glivah, živalih in virusih. 
Delimo jih na cistatine tipa I ali stefine, ki so v citosolu in jedru, cistatine tipa II, ki jih 
najdemo zunaj celic in cistatine tipa III ali kininogene, ki so plazemski proteini. (53,54) Na 
splošno so cistatini močno-vezoči se zaviralci C1 družine cisteinskih peptidaz. Izjema so 
cistatini tipa II, ki imajo tudi reaktivno stran, ki je zaslužna za zaviralno delovanje za C13 
družino katepsinov. (55) 
Glede na raziskave in vpletenost cisteinskih katepsinov in njihovih endogenih 
zaviralcev pri nevrodegenerativnih boleznih, so začeli razvijati eksogene sintezne 
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zaviralce. Ti so predmet raziskovanja magistrske naloge. Kot zaviralci katepsina X 
predstavljajo potencialne učinkovine za zdravljenje nevrodegenerativnih bolezni, kot je 
PB. (6) 
1.3.2 Eksogeni zaviralci cisteinskih katepsinov 
Temelj za zaviranje karboksipeptidaz, kot je katepsin X, je epoksisukcinilna skupina. (56) 
Eden izmed pomembnejših eksogenih zaviralcev katepsinov je E-64 (L-trans-
epoksisukcinil-levcilamido(4-gvanidino)butan). Gre za derivat epoksisukcinila. Njegovo 
odkritje je bilo zelo pomembno za raziskave na področju cisteinskih katepsinov. (57) E-64 
selektivno alkilira reaktivno stran cisteina in ostane kovalentno vezan na encim. Ker 
reagira skoraj samo z reaktivnim delom cisteina peptidaz podobnim papainu, je postal 
široko uporabljen kazalnik proteolitske aktivnosti cisteinskih katepsinov. E-64 je 
neselektivni zaviralec vseh cisteinskih katepsinov, z izjemo katepsina C, ki ga zavira malo. 
(58)  
 
Slika 1.9: Splošni zaviralec cisteinskih katepsinov E-64. (59) 
 
Drug pomemben zaviralec je nPrNH-(2S,3S)-tEps-Ile-OH(L-3-
trans(propilkarbamoil)oksiran-2-karbonil]-L-izolevcin), ki je derivat E-64. Izdelan je bil z 
namenom raziskave razlik med katepsinom X in drugimi člani papainske družine 
cisteinskih peptidaz. Ta je enak CA074, zaviralcu katepsina B, z razliko enega 
aminokislinskega ostanka, ki pozicionira k S1 delu katepsina X. Zaviralec nPrNH-(2S,3S)-
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tEps-Ile-OH izkazuje nizko jakost delovanja za katepsin X, vendar je še vseeno potrjen 
zaviralec katepsina X. (60) 
Kot učinkovit zaviralec katepsina X se v in vitro raziskavah uporablja 
epoksisukcinilni ireverzibilni zaviralec AMS36 (61), ki pa žal in vivo izkazuje reaktivnost 
tudi s katepsinom B in nekaterimi drugimi cisteinskimi peptidazami. Nekateri izsledki 
raziskav rezultati sicer kažejo na selektivnost AMS36 za zaviranje aktivnosti katepsina X v 
možganih. Selektivnost zaviralca so pokazali tudi na tumorskem tkivu, vendar pa je bilo v 
nekaterih drugih tkivih, kot so jetra in ledvice, ugotovljena navzkrižna reaktivnost z 
drugimi cisteinski peptidazami. (61) Dandanes je AMS36 splošno uporabljen zaviralec 
katepsina X, ki pa se običajno uporablja vzporedno z nevtralizacijskim monoklonskim 
protitelesom proti katepsinu X, 2F12 (62), in z utišanjem izražanja gena za katepsin X z 
majhno interferenčno RNA, pri čemer pa je slednji pristop manj primeren za prenos v 
klinično prakso. Izsledki raziskav so pokazali, da je zaviranje katepsina X s specifičnim 
zaviralcem AMS36 zaščitila celice pred 6-OHDA posredovano citotoksičnostjo, kar se je 
odražalo v zmanjšani smrti celic in zmanjšani apoptozi. (2) Zaviranje aktivnosti katepsina 
X z AMS36 znatno zmanjša tudi nastanek vnetnih dejavnikov kot tudi samo aktivacijo 
celic mikroglije, hkrati pa se zmanjša tudi povišana aktivnost kaspaze-3 in delež 
apoptotičnih celic kot posledica stimulacije z lipopolisaharidom (LPS). Zaviranje 
aktivacije mikroglije z zaviralcem katepsina X AMS36 se je tako izkazalo za zaščitno na z 
mikroglijo-posredovano smrt nevronskih celic. (4) 
Znatno izboljšanje selektivnosti se pričakuje pri novi generaciji reverzibilnih 
zaviralcev katepsina X, ki v svoji strukturi vsebujejo triazolni fragment (63). Ti zaviralci 
kažejo vrednosti Ki v nizko mikromolarnem območju in visoko selektivnost za katepsin X 
napram ostalim cisteinskim peptidazam, zato je vrednotenje njihove zaviralne vloge v 
nevrodegenerativnih procesih izrednega pomena. 
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2 NAMEN DELA 
Katepsin X je cisteinska peptidaza, ki se v organizmu po večini izraža v imunskih celicah 
in celicah CŽS. Encim je vključen v vrsto fizioloških kot tudi patoloških procesov. V CŽS 
je bila predlagana pomembna vloga katepsina X pri spodbujanju nevrodegenerativnih 
procesov, ki vodijo do nevrodegenerativnih bolezni. Zatorej je katepsin X pomembna tarča 
pri načrtovanju strategij zdravljenja tovrstnih bolezni, kot je PB. 
Namen magistrske naloge je ovrednotiti učinkovitost novih reverzibilnih 
specifičnih zaviralcev katepsina X na celičnem modelu, ki posnema degenerativne procese, 
prisotne pri PB. Pri tem bomo uporabili nevronom podobne celice, celice SH-SY5Y, pri 
čemer bomo degenerativne procese spodbudili z uporabo nevrotoksina 6-OHDA.  
V prvem delu naloge bomo najprej z določanjem celičnega preživetja preverili 
vpliv zaviralcev katepsina X, zaviralcev Z7 in Z9, na preživetje celic SH-SY5Y in določili 
najvišjo še ne toksično koncentracijo posameznega zaviralca, ki jo bomo v nadaljevanju 
uporabili za vrednotenje učinkovitosti zaviranja degenerativnih procesov. 
Nadalje bomo s pomočjo 6-OHDA postavili celični model propada nevronskih celic 
oz. celic SH-SY5Y. Ustreznost degenerativnega modela bomo preverili s pomočjo 
določanja celičnega preživetja, spremembe v MMP in preverjanju deleža apoptotičnih celic 
SH-SY5Y. 
V zadnjem delu magistrske naloge bomo preko različnih kazalcev celične smrti 
ovrednotili vpliv zaviralcev katepsina X na postavljen celični model nevrodegeneracije. 
Določali bomo delež mrtvih celic, količino sproščene laktat dehidrogenaze (LDH), 
spremembo MMP, aktivnost kaspaze-3 in apoptozo celic SH-SY5Y. Izsledki 
raziskovalnega dela bodo tako opredelili potencialno učinkovitost novih zaviralcev 
katepsina X, torej zaviralcev Z7 in Z9 napram nevrotoksičnemu delovanju toksina 6-
OHDA.  
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
3.1.1 Zaviralca katepsina X 
Zaviralca katepsina X, katera smo uporabili za izvajanje eksperimentalnega dela, sta 
navedena v Napaka! Vira sklicevanja ni bilo mogoče najti.. Sintetizirana sta bila na 
Katedri za farmacevtsko kemijo na Univerzi v Ljubljani, Fakulteti za farmacijo. Čistota 
zaviralca Z7 je bila 98 % (HPLC) zaviralca Z9 pa 96 %. (63) 
Preglednica I: Strukturi zaviralcev katepsina X in njuni konstanti zaviranja (Ki) katepsina X. 
Spojina Struktura Ki [µM] 
Z7  
 
8,78 ± 0,39 
Z9  
 
2,45 ± 0,05 
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Pri eksperimentalnem delu magistrske naloge so bile uporabljene kemikalije, reagenti in 
topila, ki so navedeni v preglednici II. Njihova čistota je presegala 97,0 %. Reagente smo 
pripravili po navodilih proizvajalcev. 
Preglednica II: Seznam uporabljenih kemikalij, reagentov in topil z navedenimi proizvajalci. 
Reagent Proizvajalec, država 
6-OHDA Sigma-Aldrich, ZDA 
Abz-Phe-Glu-Lys(Dnp)-OH Jiangsu Vcare Pharmatech Co., Kitajska 
Ac-DEVD-AFC Bachem, Švica 
aDMEM, Gibco Thermo Fisher Scientific, ZDA 
CHAPS Sigma-Aldrich, ZDA 
DMSO Sigma-Aldrich, ZDA 
DTT Sigma-Aldrich, ZDA 
EDTA Sigma-Aldrich, ZDA 
fetalni goveji serum (FBS) Gibco, Thermo Fisher Scientific, ZDA 
goveji serumski albumin (BSA) Sigma-Aldrich, ZDA 
JC-1 
Molecular Probes, Thermo Fisher 
Scientific, ZDA 
komplet reagentov Annexin V-FITC/PI Sigma-Aldrich, ZDA 
komplet reagentov: DCTM Protein Assay Bio-Rad Laboratories, ZDA 
LDH Promega, ZDA 
L-glutamin Sigma-Aldrich, ZDA 
MTS Promega, ZDA 
NaCl 
Riedel-de Haen, Honeywell Reaserch 
Chemicals, Nemčija 
nigrozin Sigma-Aldrich, ZDA 
PBS Sigma-Aldrich, ZDA 
PEG 8000 Sigma-Aldrich, ZDA 
penicilin/streptomicin Sigma-Aldrich, ZDA 
PI Invitrogen, ZDA 
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PIPES Sigma-Aldrich, ZDA 
sukroza Sigma-Aldrich, ZDA 
tekoči dušik Messer, Slovenija 
tripsin Sigma-Aldrich, ZDA 
Triton X-100 Fluka, ZDA 
 
3.1.3 Laboratorijska oprema 
Pri eksperimentalnem delu magistrske naloge smo uporabili laboratorijske aparature in 
materiale navedene v preglednici III. 
Preglednica III: Seznam laboratorijske opreme z navedenimi proizvajalci. 
Laboratorijska oprema Proizvajalec, država 
avtomatska multikanalna pipeta Biohit, Finska 
avtomatske pipete Eppendorf, Nemčija, Biohit, Finska 
celični inkubator CO2 CB 210 Binder, Nemčija 
centrifuga Eppendorf 5804R Eppendorf, Nemčija 
centrifuga HERAEVS Megafuge 16R Thermo Fisher Scientific, ZDA 
centrifugirke TPP, Velika Britanija 
čitalec mikrotitrskih plošč Tecan Safire2 Tecan Group Ltd., Švica 
epruvete za centrifugiranje Sigma-Aldrich, ZDA 
hladilnik (+4 °C) LTH, Slovenija 
inkubator WTB BINDER Binder, Nemčija 
krioviale Corning Costar, ZDA 
LAF komora PIO SMBC 183AV Iskra PIO, Slovenija 
mikrocentrifugirke (epice) Starstedt, Nemčija 
mikroskop (invertni) Olympus, Japonska 
mikrotitrske plošče Corning Costar, ZDA 
naprava za sonificiranje Mikro+polo, Slovenija 
nastavki za pipete Starstedt, Nemčija 
plastenke za gojenje celičnih kultur TPP, Velika Britanija 
posoda s tekočim dušikom (-196 °C) Labmode Ltd., Velika Britanija 
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pretočni citometer Atunne NxT Thermo Fisher Scientific, ZDA 
programska oprema FlowJo FlowJo, ZDA 
števna komora Bürker-Türk BRAND, Nemčija 
vibracijsko mešalo VIBROMIX 104ev Tehtnica, Slovenija 
vodna kopel (37 °C) Keison Products, Velika Britanija 
zamrzovalnik (-20 °C) Gorenje, Slovenija 
zamrzovalnik (-80 °C) Gorenje, Slovenija 
 
3.1.4 Biološki material 
3.1.4.1 Celična linija SH-SY5Y 
Celična linija SH-SY5Y je nesmrtna celična linija in je podlinija nevroblastomske celične 
linije SK-N-SH, ki je bila izolirana z biopsijo kostnega mozga iz štiriletne deklice z 
metastazami kostnega tumorja. Je zelo pogosto uporabljena celična linija za in vitro študije 
nevrodegenerativnih procesov pri nevrodegenerativnih boleznih kot je PB. Je namreč 
človeškega izvora, izkazuje kateholaminske nevronske lastnosti in je preprosta za 
vzdrževanje. (64)  
3.1.4.2 Odmrzovanje celične linije SH-SY5Y 
Celice SH-SY5Y, ki so bile zamrznjene v tekočem dušiku pri -196 °C, hitro odtalimo na 
vodni kopeli pri temperaturi 37 °C. Nato jih resuspendiramo v 8 ml gojišča za celice SH-
SY5Y, ki smo ga predhodno ogreli na 37 °C. Nastalo suspenzijo centrifugiramo 5 minut 
pri 1200 obr/min. Po centrifugiranju zavržemo supernatant in usedlino celic 
resuspendiramo v 1 ml svežega gojišča. Suspenzijo prenesemo v 8 ml svežega gojišča v 
gojiščno plastenko in gojimo v celičnem inkubatorju. 
3.1.4.3 Gojenje celične linije SH-SY5Y 
Za gojenje celic so potrebni optimalni pogoji, zato jih shranjujemo v celičnem inkubatorju 
pri 37 °C, v ozračju nasičenem z vlago, in s 5 % CO2. Gojenje mora vedno potekati v 
aseptičnih pogojih, zato mora biti sterilen ves pribor in vsi reagenti, ki pridejo v stik s 
celicami. Gojenje poteka v gojiščnih plastenkah. Da omogočimo prost dostop zraka do 
celic, zamaška na plastenkah ne smemo priviti do konca. Slednjega ni treba narediti le v 
primeru, če ta vsebuje filter na svoji površini. Na 3 do 4 dni celice prerastejo 70-80 % 
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gojiščne plastenke. Za namnožene celice zato začne primanjkovati hranilnih snovi in 
rastnih dejavnikov, v izrabljenem gojišču pa se začnejo kopičiti razgradnji produkti celic. 
Da preprečimo odmiranje celic, moramo zamenjati gojišče. Pri tem je celice, pritrjene na 
podlago, treba najprej odlepiti. To naredimo s postopkom tripsinizacije. 
3.1.4.4 Tripsinizacija 
Iz gojiščne plastenke najprej odstranimo izrabljeno gojišče. Pritrjene celice speremo s 5 ml 
0,02 % EDTA v PBS. Nato dodamo 5 ml 0,02 % EDTA v PBS in 20 µl 0,05 % tripsina. 
Inkubiramo 10 minut v celičnem inkubatorju pri 37 °C, da se celice odlepijo s podlage. 
Nato dodamo 5 ml svežega gojišča neposredno v gojiščno plastenko, da zmanjšamo učinek 
tripsina. Vse prenesemo v centrifugirko in centrifugiramo 5 minut pri 1200 obr/min. 
Supernatant zavržemo, celice pa resuspendiramo v 1 ml svežega gojišča. Odvzamemo 50 
µl celične suspenzije za štetje celic. Del suspenzije porabimo za nadalje poskuse, del pa 
prenesemo v 8 ml svežega gojišča v gojiščno plastenko za nadaljnje gojenje celic. 
3.1.4.5 Štetje celic 
Za pravilno izvedbo poskusa moramo uporabiti točno število celic SH-SY5Y. Zato je treba 
celice, ki jih uporabimo za poskuse, po postopku tripsinizacije, prešteti. Za štetje k 50,0 µl 
celične suspenzije dodamo 50,0 µl 0,2 % raztopine nigrozina in dobro premešamo. 
Nigrozin je barvilo, ki črno obarva le mrtve celice. Teh pri štetju ne upoštevamo. Žive 
celice preštejemo s pomočjo Bürker-Türkove števne komore pod invertnim mikroskopom. 
Število živih celic v celotnem volumnu celične suspenzije izračunamo po spodaj navedeni 
enačbi 1, pri čemer je N število celic v 1 ml celične suspenzije, N' pa povprečno število 
pod mikroskopom preštetih živih celic: 
 
 𝑁 = 2 𝑥 𝑁′ 𝑥 10 4𝑚𝑙−1 Enačba 1 
 
3.1.4.6 Zamrzovanje celične linije SH-SY5Y 
Po uspešni odmrznitvi celic SH-SY5Y smo del vitalnih celic zopet zamrznili, da imamo na 
voljo celično linijo čez daljši čas. Ko se celice v gojiščni plastenki dovolj namnožijo, jih 
tripsiniziramo. Celice centrifugiramo 5 minut pri 1200 obr/min in celično usedlino 
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resuspendiramo v 1 ml svežega gojišča za zamrzovanje. Suspenzijo prenesemo v kriovialo 
in dodamo ustrezno količino DMSO (10 %). Kriovialo s celicami nato zamrznemo v dveh 
korakih, in sicer naprej pri -80 °C ter jo čez 72-96 ur prenesemo v posodo s tekočim 
dušikom (-196 °C) za shranjevanje skozi daljši čas. 
3.1.5 Gojišča 
Vsa gojišča, ki smo jih uporabili za gojenje celic SH-SY5Y, so navedena v preglednici IV. 
Pred uporabo smo jih sterilno prefiltrirali oz. sterilno pripravili ter shranjevali pri 4 °C. 
Preglednica IV: Seznam gojišč za delo s celicami SH-SY5Y in njihova sestava. 
Gojišče Sestava 
Kompletno gojišče za celice SH-SY5Y 88 % aDMEM 
10 % FBS 
1 % penicilin/streptomicin 
1 % L-glutamin 
Brez-serumsko gojišče za celice SH-SY5Y 
(SFM) 
98 % aDMEM 
1 % penicilin/streptomicin 
1 % L-glutamin 
Gojišče za zamrzovanje celic SH-SY5Y 50 % aDMEM 
40 % FBS 
10 % DMSO 
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Pufre, ki smo jih uporabljali za izvedbo eksperimentalnega dela magistrske naloge, so 
navedeni v preglednici V. Pripravljeni so bili po spodaj navedeni sestavi. Pred uporabo 
smo jih sterilno prefiltrirali in shranjevali pri 4 °C. 
Preglednica V: Seznam uporabljenih pufrov in njihova sestava. 
Pufer Sestava 
Lizirni pufer za kaspaze 0,1 X Triton X-100 
100 mM fosfatni pufer, pH = 6,0 
1,3 mM EDTA 
100 mM NaCl 
Aktivacijski pufer za kaspaze 20 mM PIPES, pH = 7,2 
10 % sukroze 
0,1 % CHAPS 
1 mM EDTA 
100 mM NaCl 
Tik pred uporabo dodamo še DDT  
(20 µl 1M DTT/1 ml aktivacijskega pufra) 
PBS (fosfatni pufer z dodatkom NaCl) 1,8 g Na2HPO4 x 2H2O  
0,24 g KH2PO4 
8 g NaCl 
0,2 g KCl  
Dopolnimo z dH2O do 1 l in uravnamo pH 
na 7,4. 
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Spektroskopija je splošni pojem za znanost, ki se ukvarja z analizo interakcij med 
različnimi vrstami sevanja in snovjo. Pogosto gre za interakcije med elektromagnetnim 
valovanjem v infrardečem, vidnem in rentgenskem območju ter snovjo. Rezultati analize 
so prikazani v obliki emisijskih in absorpcijskih spektrov. Lahko gre tudi za interakcije 
med snovjo in drugimi vrstami sevanja. Kot primer so zvočni valovi in žarki delcev, kot so 
ioni in elektroni. (65) V svojem primeru se bomo osredotočili na spektrofotometrijo in 
fluorescenčno spektroskopijo. Spektrofotometrija temelji na merjenju absorbance svetlobe 
pri prehodu skozi raztopino vzorca, pri čemer se meritev uporabi za izračun koncentracije 
snovi v raztopini. Pri fluorescenčni spektroskopiji oziroma fluorometriji pa gre za 
elektromagnetno spektroskopijo, pri kateri se analizira fluorescenčni odziv vzbujenega 
vzorca. Navadno se z uporabo snopa svetlobe vzbudi elektrone v molekulah in tako 
povzroči, da sevajo svetlobo, ki se meri s fluorometri. 
3.2.1.1 Spektrofotometrično določanje preživetja celic z 
reagentom MTS 
Gre za kolorimetrično metodo, s katero ugotovimo delež živih celic. Celični kulturi 
dodamo spojino MTS oziroma 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-
sulfofenil)-2H-tetrazol v kombinaciji s fenazin etosulfatom. Sam MTS zaradi svojega 
negativnega naboja slabo prehaja v celice. Zato mu dodamo fenazin etosulfat. Ta lahko 
penetrira v žive celice, kjer prevzame vlogo akceptorja elektronov. Te dobi preko NADPH 
ali NADH (produkta dehidrogenaznih encimov) metabolično aktivnih oziroma živih celic. 
Tako se fenazin etosulfat reducira v citoplazmi ali na celični površini ter nato izstopi iz 
celice. Tam z oddajo elektronov pretvori MTS v topni in obarvan formazan. Količino 
nastalega formazana izmerimo pri valovni dolžini 492 nm. Količina je sorazmerna s 
številom živih oz. metabolno aktivnih celic v kulturi. (66) 
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Slika 3.1: Princip metode določanja celičnega preživetja z reagentom MTS. (66) 
Fenazin etosulfat, ki je akceptor elektronov, prenese elektron iz NADH do reagenta MTS, iz 
katerega nastane v celičnem gojišču vodotopni in obarvani formazan. 
 
Izvedba določanja celičnega preživetja s testom MTS 
Celice SH-SY5Y nasadimo na mikrotitrsko ploščo s 96 vdolbinicami z ravnim dnom. V 
posamezno vdolbinico nanesemo po 100 µl celične suspenzije s koncentracijo 2 x 104 
celic/100 µl kompletnega gojišča. V določene vdolbinice damo samo 100 µl kompletnega 
gojišča. Te vdolbinice se uporabijo za določitev slepih vrednosti. Ploščo s celicami nato 
prenesemo v inkubator. Naslednji dan celice tretiramo z zaviralcema katepsina X (Z7 in 
Z9) pri koncentracijah 5-100 µM v brez-serumskem gojišču (100 µl raztopine/vdolbinica). 
Kot kontrolo uporabimo DMSO pri enakih koncentracijah 5-100 µM v brez-serumskem 
gojišču (100 µl raztopine/vdolbinica). Po 24 oziroma 48 urah dodamo po 10 µl reagenta 
MTS in damo ploščo v inkubator za 75 minut. Po inkubaciji pomerimo absorbanco pri 
valovni dolžini 492 nm s samodejnim čitalcem mikrotitrskih plošč Tecan Safire2. Rezultate 
prikažemo kot delež preživelih celic glede na posamezno kontrolo DMSO. 
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3.2.1.2 Fluorometrično določanje števila mrtvih celic s testom 
LDH 
Gre za fluorometrično metodo, pri kateri določimo število mrtvih celic v svojih vzorcih. 
Temelji na meritvi sproščene laktat dehidrogenaze (LDH), ki jo sprostijo mrtve celice 
oziroma celice s poškodovano membrano v zunanji medij. Vzorčnim vdolbinicam, ki 
vsebujejo mrtve in žive celice, dodamo reagent, ki vsebuje resazurin. Ploščo nato 
inkubiramo 10 minut pri 37 °C. Resazurin se ob prisotnosti laktata, NAD+ in diaforaze 
pretvori do fluorescirajočega produkta resorufina. Po desetih minutah se doda še »stop« 
raztopina za ustavitev sklopljene encimske reakcije. Diaforaza je encim, ki katalizira 
prenos elektrona iz NADH na resazurin. V reakciji tako nastane fluorescirajoč resorufin. 
Fluorescenco izmerimo s fluorimetrom z uporabo ekscitacijske valovne dolžine 560 nm in 
emisijske valovne dolžine 590 nm. Količina nastalega fluorescirajočega resorufina je 
sorazmerna količini sproščene LDH, torej številu mrtvih celic v vzorčnih vdolbinicah. (67) 
  
Slika 3.2: Princip metode določanja deleža mrtvih celic s testom LDH. (67) 
Sprostitev LDH je izmerjena ob prisotnosti laktata, NAD+, diaforaze in resazurina kot substrata. 
Količina nastalega fluorescirajočega resorufina je sorazmerna količini sproščene LDH s strani 
mrtvih celic. 
 
Izvedba določanja števila mrtvih celic s testom LDH 
Celice SH-SY5Y nasadimo na črno mikrotitrsko ploščo s 96 vdolbinicami. V posamezno 
vdolbinico nanesemo po 100 µl celične suspenzije v kompletnem gojišču (1 x 104 celic/100 
µl gojišča). V določene vdolbinice damo samo 100 µl kompletnega gojišča. Te vdolbinice 
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se uporabijo za določitev slepih vrednosti. Ploščo s celicami nato prenesemo v celični 
inkubator in jo tam pustimo čez noč. Celice naslednji dan pred-tretiramo z zaviralcema Z7 
in Z9 pri koncentraciji 10 µM v brez-serumskem gojišču (SFM) za eno uro pri 37 °C. Kot 
kontrolo uporabimo DMSO enake koncentracije. V nadaljevanju celice stimuliramo s 6-
OHDA pri koncentraciji 200 µM. Slednjega dodamo tudi v vdolbinice, katerih prehodno 
nismo tretirali z zaviralcema. Ploščo nato inkubiramo 24 oziroma 48 ur v celičnem 
inkubatorju. Celicam nato dodamo reagent po navodilih proizvajalca, inkubiramo 10 min 
na sobni temperaturi, zaščiteno pred svetlobo. Na koncu dodamo še »stop« raztopino za 
ustavitev reakcije in izmerimo fluorescenco pri ekscitacijski valovni dolžini 560 nm in 
emisijski valovni dolžini 590 nm. Delež mrtvih celic smo izračunali po spodaj navedeni 
enačbi 2 in rezultate prikazali kot delež mrtvih celic glede na posamezno kontrolo DMSO. 
 𝐶 = 100𝑥(𝐹𝑣𝑧 − 𝐹𝑜𝑧)/(𝐹𝑚𝑎𝑥 − 𝐹𝑜𝑧) Enačba 2 
 
𝐶 predstavlja citotoksičnost celic, 𝐹𝑣𝑧 intenziteto fluorescence vzorčne raztopine, 𝐹𝑜𝑧 
intenziteto fluorescence ozadja in 𝐹𝑚𝑎𝑥 intenziteto fluorescence po dodatku reagenta, za 
celotno sprostitev LDH. 
3.2.1.3 Določanje koncentracije proteinov po metodi DC  
Metoda DC (angl. detergent compatible) temelji na reakciji med proteini in bazično 
raztopino bakrovega tartrata (reagent A) z dodanim natrijevim dodecilsulfatom (reagent S). 
Reakcija nadaljnje vodi do redukcije Folinovega reagenta (reagent B). Redukcija 
Folinovega reagenta vodi do nastanka reduciranih spojin, ki dajejo značilno modro barvo z 
absorbcijskim maksimumom pri 750 nm (glej sliko 3.3). Za razvoj barve sta odgovorni 
predvsem aminokislini tirozin in triptofan, v manjši meri pa tudi cistein, njegov dimer 
cistin ter histidin. Za določitev točne koncentracije proteinov potrebujemo umeritveno 
premico. Pridobimo jo z meritvijo absorbanc raztopin z različnimi koncentracijami 
standarda govejega serumskega albumina (BSA). Raztopine standarda pripravimo v istem 
pufru kot vzorce. (68) 
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Slika 3.3: Princip metode določanja proteinov s Folinovim reagentom. (69) 
V prvem koraku pride do reakcije med proteini in bakrovimi ioni v alkalnem mediju. V naslednjem 
koraku pa se zgodi redukcija Folinovega reagenta, ki vodi do nastanka reduciranih spojin, ki 
dajejo značilno modro barvo z absorbcijskim maksimumom pri 750 nm. 
 
Priprava lizatov 
Celice SH-SY5Y priraščamo na plošči s 6 vdolbinicami. V vsako vdolbinico damo celice z 
ustrezno gostoto (1,5 x 106/1,5 ml kompletnega gojišča). Ploščo nato damo v celični 
inkubator. Naslednji dan iz vseh vdolbinic odvzamemo odvečno gojišče in celice pred-
tretiramo z zaviralcema katepsina X pri koncentraciji 10 µM v gojišču SFM za 1 uro. Nato 
celice stimuliramo s 6-OHDA pri koncentraciji 200 µM in ploščo inkubiramo 24 ur. Po 
končani inkubaciji prenesemo odvečno gojišče iz vsake vdolbinice v posamezno označeno 
mikrocentrifugirko. Te nato centrifugiramo za 5 minut pri 2000 obr/min in nato odlijemo 
supernatant. Celice, ostale v vdolbinicah medtem tripsiniziramo in jih prenesemo v prej 
označene mikrocentrifugirke in dodamo 1 ml PBS pufra. Nato centrifugiramo 5 minut pri 
2000 obr/min. Celično usedline resuspendiramo v 1 ml PBS in še enkrat centrifugiramo za 
5 min pri 2000 obr/min. Supernatante odlijemo in dodamo lizirni pufer za kaspaze, za 
namen določanja aktivnosti kaspaze-3. Volumen dodanega pufra je odvisen od velikosti 
pelete na dnu mikrocentrifugirke. Velikost pelete določimo vizualno. Lizate nato shranimo 
pri -80 °C. Shranjene lizate naslednjič odmrznemo na ledu. Odmrznjene soniciramo za 10 
sekund in jih zatem 30 minut pustimo na ledu. Nato jih centrifugiramo 15 minut pri 15 000 
obr/min pri 4 °C. Supernatante z znotrajceličnimi proteini prenesemo v ustrezno označene 
1,5 ml epice in jih ponovno zamrznemo pri -80 °C za nadaljnja vrednotenja. 
Izvedba določanja koncentracije proteinov 
Pripravljene celične lizate vzamemo iz zamrzovalnika in jih odtalimo na ledu. 
Odpipetiramo po 4 µl celičnega lizata in mu dodamo po 8 µl ustreznega lizirnega pufra, in 
sicer lizirni pufer za kaspaze. Metoda določanja koncentracije proteinov temelji na 
določanju s pomočjo umeritvene krivulje standarda BSA. Predhodno zato pripravimo 
Virant M. Vrednotenje reverzibilnih sinteznih zaviralcev katepsina X na 6-hidroksidopaminskem 




raztopine standarda BSA v lizirnem pufru pri koncentracijah 0,2-1,5 mg/ml. Reagente A, B 
in S predhodno segrejemo za 15 minut pri 37 °C, ter pripravimo reagent A'. Pripravimo ga 
tako, da 1 ml reagenta A dodamo 20 µl reagenta S. Na mikrotitrsko ploščo s 96 
vdolbinicami najprej napipetiramo po 5 µl standardov v triplikatih in po 5 µl vzorcev v 
duplikatih. Nato dodamo reagent A' in potem še reagent B. Mikrotitrsko ploščo rahlo 
stresamo 15 sekund in popokamo mehurčke, ki bi lahko zmotili našo meritev. Po 15 
minutah s pomočjo čitalca mikrotitrskih plošč Tecan Safire2 izmerimo absorbanco pri 
valovni dolžini 750 nm. Koncentracije proteinov v celičnih lizatih nato izračunamo s 
pomočjo umeritvene krivulje standarda BSA. 
3.2.1.4 Določanje aktivnosti kaspaze-3 v celičnih lizatih 
Kaspaze spadajo v družino endoproteaz, ki imajo glavno vlogo pri programirani celični 
smrti oziroma apoptozi. Kaspaza-3 ima vlogo izvršitelja, saj je odgovorna za začetek 
kaskade smrti oz. apoptoze. Celičnemu lizatu, kateremu hočemo določiti aktivnost 
kaspaze-3, dodamo substrat Ac-DEVD-AFC, specifičen za določanje aktivnosti kaspaze-3. 
Zaradi proteolitičnega delovanja kaspaze-3 na vez med aspartatom in AFC pride do 
sprostitve fluorokroma AFC. Količino sproščenega fluorokroma izmerimo s 
spektrofotometričnim čitalcem plošč pri vzbujevalni valovni dolžini 405 nm in oddani pri 
535 nm. (70,71) 
Izvedba določanja aktivnosti kaspaze-3 
Celične lizate in meritev koncentracije vsebovanih proteinov pripravimo oziroma 
izvedemo po zgoraj omenjenima postopkoma prejšnjega poglavja Določanje koncentracije 
proteinov po metodi DC (Priprava lizatov in Izvedba določanja koncentracije proteinov). Iz 
znane koncentracije proteinov za vsak posamezen lizat pripravimo normirane vzorce. 
Koncentracija proteinov za vsak normiran vzorec mora biti 20 µg/50 µl lizirnega pufra za 
kaspaze. Za izvedbo določanja aktivnosti kaspaze-3 uporabimo črno mikrotitrsko ploščo s 
96 vdolbinicami. Poskus izvedemo v duplikatih. V vsako vdolbinico nanesemo po 50 µl 
sveže pripravljenega aktivacijskega pufra z DTT. Zatem dodamo po 50 µl normiranih 
vzorcev, razen v kontrolne vdolbinice, katerim dodamo 50 µl lizirnega pufra za kaspaze. 
Inkubiramo 30 minut pri 37 °C. Vsem vdolbinicam nato dodamo 10 µl 1 mM kaspaznega-
3 substrata Ac-DEVD-AFC. Nato 40 minut kontinuirano merimo intenziteto oddane 
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fluorescence pri 535 nm, pri vzbujevalni valovni dolžini 405 nm. Rezultat nato podamo kot 
naklon linearnega dela krivulje ali spremembe oddane fluorescence v odvisnosti od časa. 
3.2.2 Pretočna citometrija 
Pretočna citometrija je citometrična metoda, ki je uporabna pri preučevanju celičnih 
populacij z visoko natančnostjo. Celice, ki jih testiramo, so suspendirane v tekočem 
mediju. Vsaka posamezna celica gre skozi ekscitirajočo svetlobo, ki se nato emitira 
karakteristično glede na celice oziroma njene komponente. Celice so pogosto označene s 
fluorescirajočimi označevalci, ki omogočijo absorpcijo svetlobe in nadaljnjo emitacijo pri 
drugi valovni dolžini. Detektor tako zazna emitirano svetlobo, s pomočjo katere lahko 
pridobimo informacije o velikosti celice in različne molekularne lastnosti posameznih 
celic. Omogoča nam tudi ločevanje med posameznimi celičnimi subpopulacijami. S 
pomočjo pretočne citometrije je možno testirati kar deset tisoč celic na minuto. (72,73)  
3.2.2.1 Določanje citotoksičnosti s propidijevim jodidom 
Propidijev jodid (PI) je fluorescentno barvilo, ki ga uporabljamo za označevanje mrtvih 
celic v celični populaciji. Prehaja lahko skozi poškodovano membrano celic, torej celic, ki 
so bile podvržene celični smrti. Tam se, kot interkalator veže med bazne pare DNK, 
medtem ko v žive celice preko nepoškodovane membrane PI ne more prehajati. Suspenzijo 
celične populacije obsevamo z svetlobo pri 535 nm in nato merimo relativno intenziteto 
oddane svetlobe pri valovni dolžini 617 nm, ki je sorazmerna z deležem mrtvih celic. (74)  
Izvedba določanja citotoksičnosti s PI 
Celice SH-SY5Y priraščamo na ploščo s 24 vdolbinicami. V posamezno vdolbinico 
nanesemo po 750 µl celične suspenzije v kompletnem gojišču s koncentracijo 7,5 x 104 
celic/750 µl gojišča. Ploščo s celicami nato prenesemo v inkubator. Naslednji dan celice 
stimuliramo z reagentom 6-OHDA pri koncentraciji 50, 100 in/ali 200 µM v gojišču SFM 
v odsotnosti oziroma prisotnosti posameznega zaviralca katepsina X, Z7 in Z9, pri 
koncentraciji 10 µM. V primeru pred-tretiranja z zaviralcema 1 uro pred stimulacijo s 6-
OHDA, kot kontrolo uporabimo DMSO enakih koncentracij. Vpliv tretiranja na 
citotoksičnost celic SH-SY5Y preverimo po 24 oziroma 48 urah. Celice tripsiniziramo, 
prenesemo v epruvete, speremo z 1 ml PBS ogretim na 37 °C in centrifugiramo 5 minut pri 
2000 obr/min. Supernatant nato odlijemo ter celice resuspendiramo v 250 µl raztopine PI s 
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koncentracijo 10 µg/ml. Vzorce inkubiramo 15 minut in jih pomerimo s pretočnim 
citometrom Attune NxT. Rezultate na koncu obdelamo s programsko opremo FlowJo. 
Rezultate prikažemo kot delež PI-pozitivnih celic glede na posamezno kontrolo. 
3.2.2.2 Določanje deleža apoptotičnih celic 
Delež apoptotičnih celic lahko določimo s kombinacijo reagentov Aneksin V-FITC in PI. 
Aneksin V-FITC (Aneksin V, konjugiran s fluorescenčnim označevalcev fluorescein 
izotiocianatom (FITC)) je fluorescentni označevalec, ki se veže na fosfatidilserin v 
prisotnosti kalcija. V živih celicah se fosfatidilserin s pomočjo od Mg-ATP odvisne 
aminofosfolipidne transferaze prenese na notranjo stran lipidnega dvosloja. V zgodnji fazi 
apoptoze pa pride v celicah do porušenja fosfolipidne asimetrije. Fosfatidilserin se v teh 
primerih prenese na zunanjo stran celične membrane. Tako postane dostopen za vezavo 
reagenta Aneksin V-FITC, kar pri merjenju s pretočnim citometrom opazimo kot porast 
zelene fluorescence. PI pa je reagent, ki se kot omenjeno zgoraj veže med bazne pare DNK 
v poškodovani celici. Vezavo PI zaznamo kot porast rdeče fluorescence. Ker uporabimo 
kombinacijo obeh reagentov lahko tako določimo delež živih, zgodnje apoptotičnih, pozno 
apoptotičnih in nekrotičnih celic v celični kulturi. (75) 
Izvedba določanja deleža apoptotičnih celic 
Celice SH-SY5Y nasadimo na ploščo s 24 vdolbinicami. V posamezno vdolbinico 
nanesemo po 750 µl celične suspenzije v kompletnem gojišču s koncentracijo 7,5 x 104 
celic/750 µl gojišča. Ploščo s celicami nato prenesemo v inkubator. Naslednji dan celice 
stimuliramo s 6-OHDA pri koncentraciji 200 µM v gojišču SFM v odsotnosti oz. 
prisotnosti posameznega zaviralca katepsina X, Z7 in Z9, pri koncentraciji 10 µM. V 
primeru pred-tretiranja z zaviralcema 1 uro pred stimulacijo s 6-OHDA, kot kontrolo 
uporabimo DMSO enakih koncentracij. Vpliv tretiranja na apoptozo celic SH-SY5Y 
preverimo po 20 urah. Celice tripsiniziramo, prenesemo v epruvete, speremo z 1 ml PBS, 
predhodno ogretim na 37 °C, in centrifugiramo 5 minut pri 2000 obratih/min. Zavržemo 
supernatant in celice resuspendiramo v 350 µl vezalnega pufra ter dodamo 3,5 µl reagenta 
Aneksin V-FITC in 7,0 µl reagenta PI. Vzorce inkubiramo 10 min pri sobni temperaturi, 
zaščitene pred svetlobo, ter nato pomerimo s pretočnim citometrom Attune NxT. Delež 
posameznih subpopulacij, in sicer delež živih (PIneg/Aneksin V-FITCneg), zgodnje 
apoptotičnih (PIneg/Aneksin V-FITCpoz), pozno apoptotičnih (PIpoz/Aneksin V-FITCpoz) in 
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nekrotičnih celic (PIpoz/Aneksin V-FITCneg) analiziramo s programsko opremo FlowJo in 
podamo kot celokupni delež apoptotičnih celic (zgodnje apoptotičnih in pozno 
apoptotičnih celic). 
3.2.2.3 Določanje sprememb mitohondrijskega membranskega 
potenciala celic 
Za določanje sprememb mitohondrijskega membranskega potenciala (MMP) celic SH-
SY5Y se uporablja reagent JC-1 (5',6,6'-tetrakloro-1,1',3,3'-
tetraetilbenzimidazolilkarbocianin jodid). Gre za kationsko barvilo, ki lahko vstopa v 
mitohondrij. Za to barvilo je namreč mitohondrijska membrana prehodna. Prehod barvila v 
mitohondrij se kaže kot premik fluorescence od zelene (~529 nm) do rdeče (~590 nm). V 
primeru nizkega MMP se JC-1 kopiči večinoma v obliki monomera, in oddaja zeleno 
fluorescenco. V primeru visokega membranskega potenciala pa barvilo pride v 
mitohondrije in se tam nakopiči v obliki agregatov, ki oddajajo rdečo fluorescenco. Rdeča 
fluorescenca je premo sorazmerno odvisna od števila teh agregatov. V primeru apoptoze 
pride do depolarizacije mitohondrijske membrane in slabšega prehajanja barvila JC-1 v 
mitohondrije. V tem primeru pride do znižanja razmerja rdeča fluorescenca/zelena 
fluorescenca. (76,77) 
Izvedba določanja sprememb MMP celic  
Celice SH-SY5Y priraščamo na ploščo s 24 vdolbinicami. V posamezno vdolbinico 
nanesemo po 750 µl celične suspenzije v kompletnem gojišču s koncentracijo 7,5 x 104 
celic/750 µl gojišča. Naslednji dan celice stimuliramo s 6-OHDA pri koncentraciji 100 µM 
oz. 200 µM v gojišču SFM v odsotnosti oz. prisotnosti posameznega zaviralca katepsina X, 
Z7 in Z9, pri koncentraciji 10 µM. V primeru pred-tretiranja z zaviralcema 1 uro pred 
stimulacijo s 6-OHDA, kot kontrolo uporabimo DMSO enakih koncentracij. Vpliv 
tretiranja na spremembo MMP celic SH-SY5Y spremljamo po 3, 6 oziroma 24 urah. 
Celice nato tripsiniziramo, prenesemo v epruvete, speremo z 1 ml PBS, predhodno ogretim 
na 37 °C, in centrifugiramo 5 minut pri 2000 obratih. Supernatant nato odlijemo ter celice 
resuspendiramo v 250 µl raztopine JC-1 s koncentracijo 1 µM. Vzorce inkubiramo 20 
minut. Nato dodamo po 1 ml PBS, ponovno centrifugiramo 5 minut pri 2000 obratih/min, 
odlijemo supernatant, dodamo 200 µl PBS in premešamo. Vzorce nato pomerimo s 
pretočnim citometrom Attune NxT in rezultate obdelamo s programsko opremo FlowJo. 
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Izmerjena fluorescenca je obratno sorazmerna mitohondrijski depolarizaciji oz MMP. 
Rezultate podajamo kot MMP relativen na posamezno kontrolo.  
3.2.3 Statistično vrednotenje rezultatov 
Statistično ovrednotene rezultate smo prikazali kot povprečno vrednost več med seboj 
neodvisnih meritev ± standardna deviacija (SD). Vzorce smo med samo primerjali z 
uporabo statistične metode dvostranskega Student t-testa dveh neodvisnih vzorcev. 
Upoštevali smo predpostavko o neenakosti varianc. S t-testom smo izračunali vrednosti P 
in razlike med vzorci označili kot statistično zanesljive, če je bila vrednost P < 0,05. Tako 
zanesljive rezultate smo označili z zvezdico (*). Analiza je bila izvedena s pomočjo 
programske opreme Microsoft Excel 2016.   
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4.1 VREDNOTENJE VPLIVA REVERZIBILNIH SINTEZNIH 
ZAVIRALCEV KATEPSINA X NA ŽIVOST CELIC SH-SY5Y 
4.1.1 Vpliv zaviralcev katepsina X na preživetje celic SH-SY5Y 
Pred vrednotenjem reverzibilnih sinteznih zaviralcev katepsina X na celičnem modelu 
nevrodegeneracije smo preverili toksičnost reverzibilnih zaviralcev Z7 in Z9 na celični 
liniji SH-SY5Y. Celice SH-SY5Y smo tretirali z zaviralcema Z7 in Z9 pri različnih 
koncentracijah. Po določenem času inkubacije smo dodali reagent MTS in izmerili 
absorbance, iz katerih smo izračunali deleže preživelih celic. Slednje smo podali na 






Slika 4.1: Vpliv zaviralcev Z7 in Z9 na živost celic SH-SY5Y, vrednoten z reagentom MTS. 
Celice SH-SH5Y smo tretirali z zaviralcema katepsina X (Z7 in Z9) pri koncentracijah 5, 10, 20 in 
100 µM. Po 24 urah (a) in 48 urah (b) smo dodali reagent MTS in izmerili absorbance pri 492 nm 
ter iz njih izračunali deleže preživelih celic glede na kontrolo. Rezultati prikazujejo povprečje 
celičnega preživetja ± SD najmanj dveh neodvisnih poskusov, pri čemer je bil vsak poskus izveden 
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S preliminarnim poskusom vrednotenja preživetje celic SH-SY5Y z uporabo 
reagenta MTS smo pokazali, da izbrana reverzibilna sintezna zaviralca katepsina X Z7 in 
Z9 pri nižjih koncentracijah (5 in 10 µM) ne izkazujeta značilnega vpliva na zmanjšano 
preživetje celic SH-SY5Y tako po 24 h kot tudi po 48 h tretiranja. Zaviralec Z7 je 
izkazoval toksičen vpliv na celice SH-SY5Y pri koncentracijah 20 in 100 µM tako po 24 h 
kot tudi po 48 h, medtem ko je bilo pri zaviralcu Z9 opaziti toksičen vpliv le pri najvišji 
uporabljeni koncentraciji (100 µM). 
Nadalje smo preživetje celic SH-SY5Y po izpostavitvi zaviralcema Z7 in Z9 
preverili tudi z uporabo interkalatorskega reagenta PI. Celice SH-SY5Y smo tretirali z 
zaviralcema Z7 in Z9 pri koncentraciji 10 µM, ki se je izkazala pri obeh časovnih točkah 
za netoksično. Po končani inkubaciji smo celice označili z reagentom PI ter izmerili 
fluorescenco na pretočnem citometru. Iz vrednosti intenzitete fluorescence smo izračunali 
delež PI-pozitivnih celic, ki predstavlja delež mrtvih celic. Rezultati so predstavljeni na 
sliki 4.2. 
 
Slika 4.2: Vpliv zaviralcev Z7 in Z9 na živost celic SH-SY5Y, vrednoten z reagentom PI. 
Celice SH-SY5Y smo tretirali s spojinama Z7 in Z9 pri koncentraciji 10 µM. Po 24 in 48 urah 
inkubacije smo dodali reagent PI in izmerili fluorescenco. Določili smo delež PI-pozitivnih celic 
oziroma delež mrtvih celic glede na kontrolo DMSO. Rezultati prikazujejo povprečje deleža PI-
pozitivnih celic ± SD najmanj treh neodvisnih poskusov, pri čemer je bil vsak poskus izveden v 
dveh paralelkah. 
 
Z označevanjem celic s PI smo potrdili, da zaviralca Z7 in Z9 pri 10 µM 
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Slednje smo opazili tako po 24 h kot tudi po 48 h tretiranja z zaviralcema, kar sovpada z 
rezultati predhodno izvedenega testa MTS.  
4.1.2 Vpliv zaviralcev katepsina X na MMP celic SH-SY5Y 
Preverili smo tudi vpliv zaviralcev katepsina X na MMP celic SH-SY5Y, kar posredno 
nakazuje na živost celic. Uporabili smo reagent JC-1. Celice smo tretirali z zaviralcema Z7 
in Z9 pri koncentraciji 10 µM. Po 3, 6 oziroma 24 urah smo celice označili z reagentom 
JC-1 in s pomočjo pretočne citometrije izmerili fluorescenco. Tako smo določili MMP, 
katerega smo izrazili relativno na kontrolo DMSO. Rezultati so prikazani na sliki 4.3. 
 
Slika 4.3: Vpliv zaviralcev Z7 in Z9 na MMP celic SH-SY5Y, vrednoten z reagentom JC-1. 
Celice SH-SY5Y smo tretirali s spojinama Z7 in Z9 pri 10 µM koncentraciji za 3, 6 in 24 ur. Nato 
smo dodali reagent JC-1, izmerili fluorescenco in izračunali MMP. Rezultati prikazujejo povprečje 
MMP celic glede na kontrolo DMSO ± SD najmanj štirih neodvisnih poskusov, pri čemer je bil 
vsak poskus izveden v dveh paralelkah. *P < 0,05 glede na kontrolo. 
 
Izpostavitev celic SH-SY5Y zaviralcema Z7 in Z9 ni vplivala na padec 
mitohondrijskega potenciala in ta učinek je bil opazen pri vseh časovnih točkah. 
Nasprotno, tako zaviralec Z7 kot tudi Z9 sta povzročila rahel porast v MMP, kar nakazuje 
na koristni vpliv zaviralcev Z7 in Z9 na preživetje celic. Porast v MMP celic SH-SY5Y je 
bil značilen po 3 in 6 urah pri zaviralcu Z7 oz. po 6 urah pri zaviralcu Z9. Tako smo tudi 
na podlagi merjenja MMP lahko dodatno sklepali na netoksičnost spojin Z7 in Z9 pri 
koncentraciji 10 µM za celice SH-SY5Y in tako potrdili rezultate predhodno izvedenih 
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4.2 POSTAVITEV CELIČNEGA MODELA PARKINSONOVE 
BOLEZNI Z UPORABO REAGENTA 6-OHDA 
V naslednjem koraku smo preverili ustreznost 6-OHDA celičnega modela, ki ponazarja 
nevrodegenerativne procese PB, za nadaljnje vrednotenje zaščitnega delovanja zaviralcev 
katepsina X. Celice SH-SY5Y smo stimulirali z nevrotoksinom 6-OHDA pri različnih 
koncentracijah. Kontrolo so prestavljale celice SH-SY5Y, ki jih nismo stimulirali s 6-
OHDA. Uspešnost postavitve 6-OHDA celičnega modela smo nato preverili z določanjem 
deleža mrtvih celic z uporabo reagenta PI in nadalje z določanjem deleža apoptoze celic ter 
z določanjem spremembe v MMP celic. 
4.2.1 Vpliv 6-OHDA na preživetje celic SH-SY5Y 
6-OHDA izkazuje nevrotoksično delovanje, zato smo celice SH-SY5Y stimulirali z 
različnimi koncentracijami 6-OHDA za dosego toksičnega delovanja. Po določenem času 
inkubacije smo jih označili z reagentom PI ter izmerili fluorescenco s pomočjo pretočnega 
citometra. Izračunali smo delež PI-pozitivnih celic glede na kontrolo, ki je predstavljal 
delež mrtvih celic. Rezultati so predstavljeni na sliki 4.4. 
 
Slika 4.4: Vpliv 6-OHDA na preživetje celic SH-SY5Y, vrednoten z reagentom PI. 
Celice SH-SY5Y smo stimulirali s 6-OHDA pri koncentraciji 50, 100 in 200 µM za 24 in 48 ur. 
Kontrolo so predstavljale ne-stimulirane celice SH-SY5Y. Po končani inkubaciji smo celice označili 
z reagentom PI in izmerili fluorescenco. Izračunali smo delež PI-pozitivnih celic oziroma mrtvih 
celic. Rezultati prikazujejo povprečje deleža PI-pozitivnih celic ± SD najmanj dveh neodvisnih 
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Kot je prikazano na sliki 4.4, 6-OHDA izkazuje nevrotoksičnost v odvisnosti od 
koncentracije. Delež mrtvih celic se je po stimulaciji s 100 in 200 µM 6-OHDA povišal, 
medtem ko pri 50 µM 6-OHDA nismo zaznali značilne spremembe v preživetju celic SH-
SY5Y. S tem smo pokazali, da sta 100 in 200 µM koncentraciji dovolj toksični za uspešno 
postavitev 6-OHDA celičnega modela, pri čemer pa je bil znaten porast deleža mrtvih celic 
opazen pri koncentraciji 200 µM. 
Zaradi vpliva 6-OHDA na smrt celic SH-SY5Y pri višjih koncentracijah smo v 
nadaljevanju opredelili tudi vpliv nevrotoksina na programirano celično smrt, torej 
apoptozo celic. Celice SH-SY5Y smo stimulirali s 6-OHDA in po končani inkubaciji 
celice označili z Aneksin V-FITC in PI. S pomočjo pretočnega citometra smo izmerili 
fluorescenco in tako določili delež apoptotičnih celic, ki ga predstavljajo zgodnje 
apoptotične celice (PIneg/Aneksin V-FITCpoz) in pozno apoptotične celice (PIpoz/Aneksin 
V-FITCpoz). Kontrolo so predstavljale celice, ki niso bile stimulirane s 6-OHDA. Rezultati 
so ponazorjeni na sliki 4.5. 
 
Slika 4.5: Vpliv 6-OHDA na apoptozo celic SH-SY5Y, vrednoten z reagentoma Aneksin V-FITC in 
PI. 
Celice SH-SY5Y smo stimulirali z 200 µM 6-OHDA 20 ur. Nato smo celicam dodali reagenta 
Aneksin V-FITC in PI. Po 10 minutah smo izmerili fluorescenco in tako določili delež apoptotičnih 
celic. Rezultati prikazujejo celokupen delež apoptotičnih celic ± SD dveh neodvisnih poskusov, pri 
čemer je bil vsak poskus izveden v dveh paralelkah. *P < 0,05 glede na kontrolo. 
 
Pokazali smo, da se je celokupni delež apoptotičnih celic znatno povečal ob 
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tem poskusom dokazali, da 6-OHDA izkazuje nevrotoksično delovanje, ki vodi do 
apoptoze celic SH-SY5Y.  
4.2.2 Vpliv 6-OHDA na spremembo MMP celic SH-SY5Y 
V procesu apoptoze pride tudi do porušenja MMP celic, zato smo dodatno preverili še 
vpliv 6-OHDA na MMP celic SH-SY5Y, pri čemer smo uporabili specifičen označevalec 
JC-1. Celice SH-SY5Y smo stimulirali s 6-OHDA in po inkubaciji dodali reagent JC-1 ter 
izmerili fluorescenco z uporabo pretočnega citometra. Izračunali smo MMP celic relativno 
na kontrolo. Rezultati so ponazorjeni na sliki 4.6. 
 
Slika 4.6: Vpliv 6-OHDA na spremembo mitohondrijskega membranskega potenciala, vrednoten z 
reagentom JC-1. 
Celice SH-SY5Y smo stimulirali s 100 in 200 µM 6-OHDA. Po 3, 6 oziroma 24 urah smo dodali 
reagent JC-1 in izmerili fluorescenco. Izračunali smo relativni delež MMP celic glede na kontrolo 
DMSO. Rezultati prikazujejo povprečje MMP celic ± SD najmanj dveh neodvisnih poskusov, pri 
čemer je bil vsak poskus izveden v dveh paralelkah. *P < 0,05 glede na kontrolo. 
 
Kot pričakovano, se je MMP celic stimuliranih s 6-OHDA znižal pri obeh 
uporabljenih koncentracijah, tako pri 100 µM kot tudi 200 µM, in pri vseh časovnih točkah 
z le eno izjemo. Ta je bila vidna samo pri 200 µM 6-OHDA pri časovni točki 24 ur, kjer se 
je potencial zvišal. Kot vidimo ta rezultat ni statistično relevanten, saj P vrednost ni nižja 
od 0,05. Hkrati pa je lahko pri tej časovni točki že prišlo do povratnega mehanizma 
oziroma okrevanja MMP. Ne glede na slednji rezultat lahko sklepamo, da 6-OHDA pri 
krajših časovnih točkah poruši MMP celic SH-SY5Y, kar sovpada s spodbujeno celično 


























































Virant M. Vrednotenje reverzibilnih sinteznih zaviralcev katepsina X na 6-hidroksidopaminskem 




nevrodegenerativnega celičnega modela ob souporabi nevrotoksina 6-OHDA, pri čemer pa 
se je koncentracija 200 µM izkazala za učinkovitejšo in smo jo uporabili v nadaljevanju pri 
vrednotenju zaščitnega delovanja zaviralcev katepsina X. 
4.3 VPLIV ZAVIRALCEV KATEPSINA X NA 
NEVROTOKSIČNO DELOVANJE 6-OHDA 
V zadnjem delu magistrske naloge smo želeli ovrednotiti morebitno zaščitno delovanje 
zaviralcev katepsina X napram toksičnemu delovanju nevrotoksina 6-OHDA. Pri 
vrednotenju vpliva zaviralcev katepsina X na živost celic SH-SY5Y smo pokazali, da 
spojini Z7 in Z9 nista toksični za celice SH-SY5Y pri koncentracijah 5, 10 in 20 µM. Pri 
postavitvi celičnega modela PB z uporabo reagenta 6-OHDA smo pokazali, da 100 in 200 
µM 6-OHDA izkazujeta toksičnost za celice SH-SY5Y, vendar je ta učinek izrazitejši pri 
200 µM koncentraciji. V nadaljevanju smo zato postavili celični model z 200 µM 6-OHDA 
in pri različnih časovnih točkah ovrednotili učinkovitost spojin Z7 in Z9 pri koncentraciji 
10 µM na zmanjšanje nevrotoksičnosti 6-OHDA za celice SH-SY5Y. 
4.3.1 Vpliv spojin Z7 in Z9 na s 6-OHDA-spodbujeno smrt celic 
SH-SY5Y 
Za ovrednotenje vpliva zmanjšane aktivnosti katepsina X na nevrotoksično delovanje 6-
OHDA, smo celice SH-SY5Y pred-tretirali z zaviralcema Z7 in Z9 pri koncentraciji 10 
µM in nadalje stimulirali s 6-OHDA. Po določenem času smo dodali reagent PI in iz 
dobljenih fluorescenc izračunali delež PI-pozitivnih celic oziroma delež mrtvih celic. 
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Slika 4.7: Vpliv zaviralcev Z7 in Z9 na nevrotoksičnost 6-OHDA, vrednoten z reagentom PI. 
Celice SH-SY5Y smo pred-tretirali z 10 µM zaviralcema Z7 in Z9. Po eni uri smo jih stimulirali z 
200 µM 6-OHDA. Dodali smo ga tudi celicam, ki jim predhodno nismo dodali spojin Z7 in Z9. 
Inkubirali smo 24 (a) oziroma 48 ur (b) in potem izmerili fluorescence ter izračunali delež PI-
pozitivnih celic. Rezultati prikazujejo povprečje deleža PI-pozitivnih celic ± SD glede na kontrolo 
DMSO najmanj dveh neodvisnih poskusov, pri čemer je bil vsak poskus izveden v dveh paralelkah. 
*P < 0,05 glede na kontrolo. 
 
Celice, ki so bile pred-tretirane z zaviralcema so dosegle nižji delež PI-pozitivnih 
celic oziroma mrtvih celic v primerjavi s celicami, ki smo jim dodali samo 6-OHDA. To je 
razvidno iz grafov za obe časovni točki. Tako smo pokazali, da sta zaviralca izkazala 
zaščitni vpliv na celice SH-SY5Y napram toksičnemu delovanju 6-OHDA. 
Nadaljnje smo vpliv zaviralcev na nevrotoksičnost 6-OHDA preverili tudi z 
uporabo reagenta za določitev količine sproščene LDH. Ta se sprosti iz mrtvih celic, ki 
imajo poškodovano celično membrano. (67) Celice SH-SY5Y smo pred-tretirali z 
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celicami, ki jih prehodno nismo tretirali z zaviralcema. Dodali smo reagent, izmerili 
fluorescenco in izračunali količino sproščene LDH. Rezultati so ponazorjeni na sliki 4.8. 
 
Slika 4.8: Vpliv zaviralcev Z7 in Z9 na nevrotoksičnost 6-OHDA, vrednoten z reagentom LDH. 
Celice SH-SY5Y smo pred-tretirali z 10 µM spojinama Z7 in Z9. Po eni uri smo celice stimulirali z 
200 µM 6-OHDA. Dodali smo ga tudi k vdolbinicam, kjer so bile celice SH-SY5Y, ki jih predhodno 
nismo tretirali z zaviralcema. Inkubirali smo 24 oziroma 48 ur. V vse vdolbinice smo dali reagent 
za detekcijo sproščenega LDH in izmerili fluorescenco. Iz nje smo izračunali količino sproščenega 
LDH. Rezultati prikazujejo povprečje sprostitve LDH glede na kontrolo DMSO ± SD dveh 
poskusov, pri čemer je bil ta izveden v dveh paralelkah. *P < 0,05 glede na kontrolo. 
 
Višja, kot je vrednost sproščene LDH, večje je število mrtvih celic v vzorcu. (67) 
Pri poskusih se je izkazalo, da je sprostitev LDH bila višja pri celicah, ki smo jim dodali 
samo 6-OHDA. Pri celicah, pred-tretiranih z zaviralcema Z7 in Z9, je bila ta sprostitev 
manjša. Zaviralca sta torej zmanjšala število mrtvih celic po stimulaciji le-teh s 6-OHDA. 
Tako smo pokazali, da spojini Z7 in Z9 zmanjšata nevrotoksičnost 6-OHDA za celice SH-
SY5Y. 
4.3.2 Vpliv zaviralcev katepsina X na spremembo MMP celic 
SH-SY5Y po stimulaciji s 6-OHDA 
Celicam SH-SY5Y smo dodali zaviralca Z7 in Z9 in jih nato stimulirali s 6-OHDA. 
Stimulacijo s 6-OHDA smo izvedli tudi na celicah, ki jih predhodno nismo tretirali z 
zaviralcema. Dodali smo reagent JC-1, izmerili fluorescenco in določili spremembe v 
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Slika 4.9: Vpliv zaviralcev Z7 in Z9 na porušeni mitohondrijski membranski potencial, spodbujen s 
6-OHDA in vrednoten z reagentom JC-1. 
Celice SH-SY5Y smo predhodno tretirali z 10 µM zaviralcema Z7 in Z9. Po eni uri smo izvedli 
stimulacijo celic, ki jih predhodno nismo oziroma smo tretirali z zaviralcema, z 200 µM 6-OHDA. 
Inkubirali smo 3 (a) oziroma 6 ur (b). Potem smo dodali reagent JC-1, izmerili fluorescenco in 
določili MMP celic. Rezultati prikazujejo povprečje MMP celic glede na kontrolo DMSO ± SD treh 
neodvisnih poskusov, pri čemer je vsak bil izveden v dveh paralelkah. *P < 0,05 glede na kontrolo. 
 
Pojav znižanja MMP glede na kontrolo pomeni porušenje membranskega 
potenciala mitohondrijev, večjo prepustnost, kar vodi do apoptoze celic. (76) Močnejše 
znižanje smo zaznali pri celicah, katere smo tretirali samo s 6-OHDA. Celicam pred-
tretiranih z zaviralcema Z7 in Z9 pa se je MMP manj znižal, kar je bilo opazno tako po 3 
kot tudi 6 urah tretiranja. Iz tega smo sklepali, da pri pred-tretiranju celic z zaviralcema 
pride do nižjega deleža apoptoze. Tako smo tudi s tem testom dokazali, da zaviralca 
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4.3.3 Vpliv spojin Z7 in Z9 na aktivnost kaspaze-3 v celicah SH-
SY5Y po stimulaciji s 6-OHDA 
V nadaljevanju smo preverili vpliv spojin Z7 in Z9 na aktivnost kaspaze-3, ki se poviša v 
celicah SH-SY5Y po stimulaciji z reagentom 6-OHDA. Celice SH-SY5Y smo pred-
tretirali z zaviralcema in nato dodali reagent 6-OHDA. Dodali smo ga tudi k celicam, 
katerih nismo predhodno tretirali z Z7 in Z9. Po inkubaciji smo pripravili celične lizate in 
umerili koncentracijo proteinov. Umerjenim vzorcem smo dodali aktivacijski pufer za 
kaspaze in substrat za kaspazo-3 (Ac-DEVD-AFC). Spremljali smo spremembo 
fluorescence v odvisnosti od časa. Rezultati so predstavljeni na sliki 4.10. 
 
Slika 4.10: Vpliv spojin Z7 in Z9 na aktivnost kaspaze-3 v celicah SH-SY5Y po stimulaciji s 6-
OHDA. 
Celice SH-SY5Y smo pred-tretirali z 10 µM zaviralcema Z7 in Z9 za eno uro. Dodali smo 200 µM 
6-OHDA za 24 ur. Pripravili smo celične lizate, umerili koncentracije proteinov, dodali 
aktivacijski pufer za kaspazo-3 in dodali substrat za kaspazo-3 (Ac-DEVD-AFC). Rezultate smo 
predstavili kot spremembo fluorescence v odvisnosti od časa. Ponazorjeni so kot povprečje ± SD 
enega poskusa, pri čemer je bil ta izveden v dveh paralelkah. *P < 0,05 glede na kontrolo. 
 
Aktivnost kaspaze-3 se je opazno povišala po stimulaciji celic SH-SY5Y s 6-
OHDA, medtem ko je prisotnost tako spojin Z7 kot tudi Z9 pri koncentraciji 10 µM 
znižala povišano aktivnost kaspaze-3. Kot je razvidno iz grafa, je pri znižanju aktivnosti 
kaspaze-3 zaviralec Z9 bil bolj učinkovit kot zaviralec Z7. Slednji rezultati zopet 
nakazujejo na zaščitno delovanje spojin Z7 in Z9 napram toksičnemu delovanju 6-OHDA, 
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4.3.4 Vpliv zaviralcev katepsina X na delež apoptotičnih celic 
SH-SY5Y stimuliranih s 6-OHDA 
Ugoden vpliv zaviralcev katepsina X na delež apoptotičnih celic SH-SY5Y po stimulaciji s 
6-OHDA smo preverjali tudi z uporabo barvil Aneksina V-FITC in PI. Celice smo pred-
tretirali s spojinama Z7 in Z9. Nato smo jih stimulirali s 6-OHDA. Dodali smo ga tudi k 
celicam, katerih predhodno nismo tretirali z zaviralcema. Za določanje deleža celičnih sub-
populacij smo dodali reagenta Aneksin V-FITC in PI. Izmerili smo fluorescence in določili 
deleže apoptotičnih celic, ki skupaj predstavljajo zgodnje apoptotične celice (PIneg/Aneksin 
V-FITCpoz) in pozno apoptotične celice (PIpoz/Aneksin V-FITCpoz). Rezultati so 
ponazorjeni na sliki 4.11. 
 
Slika 4.11: Vpliv zaviralcev Z7 in Z9 na delež apoptotičnih celic SH-SY5Y stimuliranih s 6-OHDA. 
Celice SH-SY5Y smo pred-tretirali z 10 µM spojinama Z7 in Z9 za eno uro. Nato smo jih 
stimulirali z 200 µM 6-OHDA za 20 ur. Celice smo označili z Aneksin V-FITC in PI za 10 minut ter 
s pomočjo pretočne citometrije izmerili delež posameznih subpopulacij celic. Izračunali smo 
celokupne deleže apoptotičnih celic, ki so predstavljeni na zgornjem grafu. Rezultati predstavljajo 
delež apoptotičnih celic ± SD enega poskusa, pri čemer je ta bil izveden v dveh paralelkah. *P < 
0,05 glede na kontrolo. 
 
Po stimulaciji celic s 6-OHDA se je celokupni delež apoptotičnih celic opazno 
povišal. Iz grafa je razvidno tudi, da sta spojini Z7 in Z9 delno zmanjšali celokupni delež 
apoptoze celic. Tako smo tudi s tem testom pokazali ugodni vpliv zaviralcev Z7 in Z9 na 
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Nevrodegeneracija je proces naprednega propada in smrti nevronov ter s tem izgube 
njihove funkcije. Proces vodi do nevrodegenerativnih obolenj, kot je PB. Pri slednji pride 
do bolezenskih sprememb, kot sta selektivna izguba dopaminergičnih nevronov v SNc (21) 
in prisotnost Lewyjevih telesc. (18,19) Do sprememb pride zaradi številnih patoloških 
procesov. Eden izmed njih je prekomerno povečana aktivnost lizosomalnega proteolitskega 
sistema, med njimi tudi zaradi prekomerne aktivnosti cisteinskih katepsinov. (1,2) Eden 
izmed takšnih cisteinskih katepsinov je tudi katepsin X, ki predstavlja osrednjo temo 
magistrske naloge. Do zdaj je bilo že namreč odkritih kar nekaj pomembnih spoznanj, ki 
povezujejo katepsin X kot možno tarčo za zdravljenje nevrodegenerativnih stanj. Znano je, 
da je izražanje katepsina X pogojeno s starostjo, saj so pokazali povišano raven izražanja 
encima kot tudi njegove aktivnosti v možganskih celicah, ki so bile podvržene staranju. 
Hkrati so pokazali povišan nivo katepsina X v degeneriranih možganih in v okolici 
amiloidnih plakov z uporabo transgenih miši z AB. Višja raven izražanja katepsina X se je 
pokazala tudi v možganih bolnikov z AB. (45) Na podganjem modelu PB je bilo pokazano 
povišano izražanje katepsina X v dopaminergičnih nevronih črnega jedra možganov na 
strani lezije, povzročene s 6-OHDA. (16) Izsledki druge raziskave so pokazali tudi 
prispevek katepsina X pri apoptozi celic, povzročeni z nevrotoksinom 6-OHDA. (2) 
Pokazana je bila tudi vpletenost katepsina X v vnetne procese, ki vodijo v 
nevrodegeneracijo v CŽS. Raziskave na in vitro LPS celičnem modelu so pokazale 
povišano izražanje in aktivnost katepsina X v celicah mikroglije kot tudi sproščanje le-te 
peptidaze iz celic aktivirane mikroglije, kar dodatno pripomore k smrti nevronskih celic. 
(4,50) Povezava katepsina X z nevrodegeneracijo je torej spodbudila razvoj novih spojin, 
ki bi preko zmanjšanja njegove aktivnosti zmanjšale nevrodegenerativne procese, ki bi 
vodile do bolezenskih stanj, kot je PB. Tako sta bila razvita tudi dva nova reverzibilna 
sintezna zaviralca katepsina X, spojini Z7 in Z9. Zaradi malega obsega terapevtsko 
uporabnih zaviralcev katepsina X (78) predstavljata velik potencial za razvoj novih 
terapevtsko uporabnejših zdravil za zdravljenje PB. 
Namen magistrske naloge je bil ovrednotenje učinkovitosti novih reverzibilnih 
zaviralcev katepsina X. Ovrednotili smo spojini Z7 in Z9. (63) Pri tem smo uporabili 
nevronom podobne celice, celice SH-SY5Y, pri katerih smo degenerativne procese 
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spodbudili z uporabo nevrotoksina 6-OHDA. Na začetku raziskave smo določili najvišjo še 
ne toksično koncentracijo posameznega zaviralca, ki smo jo v nadaljevanju uporabili za 
vrednotenje učinkovitosti zaviranja procesov nevrodegeneracije. Nadaljnje smo postavili 
ustrezen 6-OHDA celični model propada nevronskih celic, ki smo ga v zadnjem delu 
magistrske naloge uporabili za vrednotenje vpliva zaviralcev katepsina X na procese 
nevrodegeneracije, s pomočjo različnih kazalcev celične smrti. 
Raziskavo smo začeli s preliminarnim poskusom na celicah SH-SY5Y, na katerih 
smo preverili citotoksičnost dveh novih zaviralcev katepsina X, spojin Z7 in Z9. Za to smo 
uporabili test celičnega preživetja, z uporabo reagenta MTS. Poskus z reagentom MTS je 
pokazal, da zaviralca Z7 in Z9 pri koncentracijah 5 in 10 µM ne izkazujeta toksičnega 
vpliva na celice SH-SY5Y, tako po 24 urah kot tudi pri 48 urah tretiranja. Dobljene 
rezultate smo nadalje potrdili še z dodatnim testom celičnega preživetja ob uporabi 
interkalatorskim reagenta PI in s testom vrednotenja spremembe MMP celic SH-SY5Y, ki 
posredno nakazuje na živost celic. Z obema testoma smo potrdili rezultate, dobljene pri 
testu z uporabo reagenta MTS, in sicer, da zaviralca Z7 in Z9 pri koncentraciji 10 µM ne 
izkazujeta nikakršnega toksičnega delovanja na celice SH-SY5Y. Tako smo v nadaljevanju 
lahko testirali potencialno zaščitno delovanje zaviralcev na celičnem modelu s spodbujeno 
degeneracijo nevronskih celic, ki je značilna za potek PB. 
Za namen magistrske naloge smo morali tako najprej postaviti učinkovit celični 
model, ki je ponazarjal nevropatološke karakteristike PB. Uporabili smo celice SH-SY5Y, 
ki smo jih stimulirali z nevrotoksinom 6-OHDA pri različnih koncentracijah. 6-OHDA 
namreč izkazuje nevrotoksičnost v odvisnosti od koncentracije. Ustreznost postavitve 
celičnega modela smo preverili z določanjem deleža mrtvih celic z uporabo PI in nadalje z 
določanjem deleža apoptoze celic ter z določanjem spremembe MMP celic. Poskus z 
uporabo reagenta PI je pokazal, da se je delež mrtvih celic po stimulaciji s 100 in 200 µM 
6-OHDA značilno zvišal v primerjavi s kontrolo. Večji porast deleža mrtvih celic je bil 
opaznejši pri koncentraciji 200 µM. Pokazali smo tudi, da se ob prisotnosti 200 µM 6-
OHDA delež apoptotičnih celic znatno poveča v primerjavi s kontrolo, kar posredno 
nakazuje na večji delež mrtvih celic. MMP celic stimuliranih s 6-OHDA se je znižal tako 
pri 100 µM kot tudi 200 µM, in pri vseh časovnih točkah z le eno izjemo. Pri 200 µM 6-
OHDA pri časovni točki 24 ur se je potencial zvišal. Ta rezultat ni statistično relevanten, 
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hkrati pa tak rezultat lahko pripišemo povratnemu mehanizmu okrevanja MMP. Ne glede 
na slednji rezultat smo lahko sklepali, da 6-OHDA pri krajših časovnih točkah poruši 
MMP celic SH-SY5Y, kar sovpada s spodbujeno celično smrtjo in apoptozo celic pri 
daljših časovnih točkah. S pomočjo naštetih izsledkov smo lahko potrdili ustreznost 
postavljenega celičnega modela pri koncentracijah 100 in 200 µM, vendar se je 200 µM 
izkazala za učinkovitejšo in smo jo uporabili v nadaljevanju pri vrednotenju zaščitnega 
delovanja zaviralcev katepsina X na postavljenem 6-OHDA celičnem modelu. 
Za vrednotenje morebitnega zaščitnega delovanja zaviralcev katepsina X napram 
nevrodegenerativnim procesom smo tako uporabili 6-OHDA celični model, pri čemer smo 
za doseg propada nevronskih celic SH-SY5Y uporabili 6-OHDA pri koncentraciji 200 µM. 
Vpliv zaviralcev katepsina X Z7 in Z9 pri koncentraciji 10 µM smo preverili z določanjem 
deleža mrtvih celic kot tudi celokupnega deleža apoptotičnih celic, ter z določanjem 
aktivnosti kaspaze-3 in stanja MMP. Najprej smo izvedli test celičnega preživetja z 
uporabo reagenta PI pri 24 in 48 urah. Celice, ki so bile pred-tretirane z zaviralcema so 
dosegle nižji delež PI-pozitivnih celic oziroma mrtvih celic v primerjavi s celicami, ki smo 
jim dodali samo 6-OHDA pri obeh časovnih točkah. Tako smo pokazali, da sta zaviralca 
izkazala zaščitni vpliv na celice SH-SY5Y napram toksičnemu delovanju 6-OHDA. Izvedli 
smo še dodaten test celičnega preživetja, z uporabo reagenta za določanje LDH, ki 
označuje mrtve celice. Sprostitev LDH je bila višja pri celicah, ki smo jim dodali samo 6-
OHDA. Pri tretiranju z zaviralcema se je ta sprostitev zmanjšala. Slednje dodatno nakazuje 
na zaščitni vpliv zaviralcev na spodbujeno smrt celic SH-SY5Y s stimulacijo s 6-OHDA. 
Tako sta tudi reverzibilna zaviralca katepsina X, torej Z7 in Z9 izkazala podoben zaščitni 
vpliv na propad celic SH-SY5Y, kot ireverzibilni zaviralec katepsina X, AMS36. Nedavna 
študija je namreč pokazala, da je zaviranje katepsina X z AMS36 izkazovalo zaščitno 
vlogo proti 6-OHDA-posredovani toksičnosti, in sicer preko vmešavanja v mitohondrijsko 
pot apoptoze in preko modulacije signalne poti jedrnega faktorja kapa B. (2)  
V omenjeni raziskavi, kjer so uporabili enak 6-OHDA celični model, so prav tako 
preverili vpliv delovanja zaviralca katepsina X AMS36 na porušeno stanje MMP. 
Mitohondrijska disfunkcija, ki je nastala zaradi stimulacije s 6-OHDA, se je ob prisotnosti 
zaviralca AM36 zmanjšala. Zaviralec je tako izkazal zaščitni vpliv za celice SH-SY5Y, saj 
mitohondrijska disfunkcija vodi v proces celične smrti in s tem propada celic. (2) Tudi mi 
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smo preverili vpliv zaviralcev Z7 in Z9 na zmanjšan MMP celic po stimulaciji s 6-OHDA. 
Celicam, pred-tretiranih z zaviralcema Z7 in Z9, se je pri 3 in 6 urah tretiranja MMP manj 
znižal napram celicam stimuliranih samo s 6-OHDA, kar nakazuje na zaščitno delovanje 
zaviralcev na mitohondrije in s tem upočasnjen proces apoptoze. Tako smo tudi s tem 
testom pokazali, da zaviralca vplivata na zmanjšanje nevrotoksičnosti 6-OHDA za celice 
SH-SY5Y. Tako smo dobili tudi primerljive rezultate kot pri zgoraj omenjeni študiji z 
uporabo AM36. 
Kaspaza-3 je zadnji izvršitelj procesa apoptoze. (4) Zato smo preverili tudi vpliv 
zaviralcev Z7 in Z9 na aktivnost kaspaze-3. Ta se je opazno povišala po stimulaciji celic 
SH-SY5Y s 6-OHDA, medtem ko je prisotnost tako spojin Z7 kot tudi Z9 pri koncentraciji 
10 µM znižala povišano aktivnost kaspaze-3. Pri znižanju aktivnosti kaspaze-3 je bil 
zaviralec Z9 učinkovitejši od zaviralca Z7. Tudi s tem poskusom smo pokazali ugoden 
vpliv spojin Z7 in Z9 napram toksičnemu delovanju 6-OHDA in pokazali primerljive 
rezultate z že predhodno objavljeno raziskavo, kjer je zaviralec AMS36 prav tako vplival 
na povišano aktivnost kaspaze-3 v celicah SH-SY5Y po izpostavitvi 6-OHDA, (2) 
Glede na to, da sta Z7 in Z9 imela vpliv na aktivnost kaspaze-3, ki je zadnji 
izvršitelj procesa apoptoze, smo izvedli tudi test apoptoze. V omenjeni študiji je bilo 
odkrito, da se delež zgodnjih in pozno apoptotičnih celic SH-SY5Y ob stimulaciji s 6-
OHDA poveča, in da se ta delež zmanjša ob prisotnosti ireverzibilnega zaviralca katepsina 
X AM36. (2) Pri vrednotenju neposrednega vpliva reverzibilnih zaviralcev katepsina X na 
apoptozo celic smo ugotovili, da Z7 in Z9 delno zmanjšata povišan celokupni delež 
apoptoze celic kot posledica stimulacije celic SH-SY5Y s 6-OHDA. S tem smo tudi z 
zadnjim testom pokazali zaščitni vpliv zaviralcev Z7 in Z9 napram toksičnemu delovanju 
6.-OHDA in pokazali primerljivo zaščitno delovanje reverzibilnih zaviralcev katepsina X v 
primerjavi z ireverzibilnim. 
Vse naše ugotovitve nakazujejo na to, da reverzibilna zaviralca katepsina X, Z7 in 
Z9, z zaščitnim delovanjem in preprečevanjem spodbujenih degenerativnih procesov v 
nevronskih celicah predstavljata velik potencial za razvoj novih terapevtsko uporabnejših 
učinkovin za zdravljenje nevrodegenerativnih boleznih, kot je PB. 
  
Virant M. Vrednotenje reverzibilnih sinteznih zaviralcev katepsina X na 6-hidroksidopaminskem 






o Reverzibilna zaviralca katepsina X, Z7 in Z9, pri koncentracijah 5 in 10 µM ne 
izkazujeta toksičnega učinka na celice SH-SY5Y. 
o Zaviralca Z7 in Z9 sta pri koncentraciji 10 µM po 24 oz. 48 urah stimulacije celic 
SH-SY5Y zmanjšala delež mrtvih celic, spodbujen s 6-OHDA. 
o Zaviralca Z7 in Z9 sta pri koncentraciji 10 µM po 3 in 6 urah stimulacije celic SH-
SY5Y zmanjšala s 6-OHDA spodbujeno porušenje MMP. 
o  Zaviralca Z7 in Z9 sta pri koncentraciji 10 µM po 24 urah stimulacije celic SH-
SY5Y s 6-OHDA zmanjšala povišano aktivnost kaspaze-3, pri čemer je bil 
zaviralec Z9 učinkovitejši.  
o Zaviralca Z7 in Z9 sta pri koncentraciji 10 µM delno zmanjšala proces apoptoze, 
sprožen z 20 urno stimulacijo celic SH-SY5Y s 6-OHDA. 
o Reverzibilna zaviralca katepsina X, Z7 in Z9, z zaščitnim delovanjem in 
preprečevanjem spodbujenih degenerativnih procesov v nevronskih celicah 
predstavljata velik potencial za razvoj novih terapevtsko uporabnejših učinkovin za 
zdravljenje nevrodegenerativnih boleznih, kot je PB. 
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